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BASES MOLECULARES DE LAS ALTERACIONES GENÉTICAS QUE AFECTAN LA 
SÍNTESIS DE HEMOGLOBINA 
 
Los genes, que codifican las distintas cadenas de globina que se expresan durante el desarrollo 
de un individuo, se ubican en los clusters de α- y β-globina, que mapean en 16p13.3 y 11p15.5, 
respectivamente.  
Corriente arriba de ambas familias génicas, existen regiones regulatorias que aseguran niveles 
adecuados de expresión y síntesis equimolecular las cadenas de tipo α y no-α, que se combinan 
formando tetrámeros de hemoglobina funcional.  
A partir de los 6 meses de vida, aproximadamente, la hemoglobina mayoritaria es la Hb A, 
compuesta por 2 dímeros de αβ-globina, que se expresan a partir de los genes HBA1 y HBA2 
(cadenas α) y HBB (cadenas β); en menor concentración se pueden detectar también Hb A2 
(α2δ2) y Hb F (α2γ2). Distintos efectores epigenéticos y factores de transcripción intervienen para 
que se expresen los genes adecuados, en cada familia, en los distintos momentos del desarrollo. 
Se describieron distintos síndromes hereditarios, consecuencia de mutaciones en los genes que 
codifican las cadenas de globina. Las mutaciones que provocan alteraciones cualitativas originan 
cuadros de hemoglobinopatías estructurales, las que disminuyen las síntesis de las cadenas de 
globina, talasemias (α o β) y las que determinan ambos efectos, hemoglobinopatías talasémicas.  
La mayoría de estos cuadros presentan herencia recesiva, aunque esporádicamente la herencia 
puede ser de tipo dominante.  
Durante el desarrollo de esta Tesis se analizaron más de 700 muestras de pacientes con fenotipos 
hematológicos portadores de hemoglobinopatías estructurales, de talasemias menor, mayor y no 
transfusión dependiente, como talasemias intermedias y síndromes de Hb H, que permitieron 
actualizar las frecuencias las mutaciones nuestra población, corroborando que las más frecuentes 
son las β-talasemias, tanto en portadores como en cuadros severos.  
Se actualizó la frecuencia de la β-talasemia en la Argentina mediante el diagnóstico molecular de 
417 familias; 9 mutaciones se describieron por primera vez en nuestra población y se desarrolló 
la detección de las 3  más frecuentes (Cd 39, Int 1-110 e Int 1-6, presentes en el 73,62% de las 
familias caracterizadas) por Real Time PCR, implementándose la detección gratuita para los 
pacientes de la Red de Hospitales del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires.  
Se caracterizaron 5 mutaciones que cursaron como cuadros de tal dominante: Hb Durham-N.C., 
primera descripción en Argentina, y 4 mutaciones nóveles que originaron las Hb Tavapy 
(HBB:c.182_187delCTCATG), Hb JC-Paz (HBB:c.34_42delGTTACTGCC), ambas con 
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deleciones de aminoácidos, y las variantes Hb Wilde  (HBB:c.270_273delTGAG) y  Hb 
Patagonia (HBB:c.296_297dupGT), con modificaciones del marco de lectura que darían lugar 
a variantes elongadas inestables, según los resultados obtenidos por análisis bioinformáticos. 
Se registró un aumento en la incidencia de α-talasemia respecto a publicaciones previas de 
Argentina. La mutación más frecuente fue la deleción -α3,7,  seguida de las mutaciones --MEDI  y        
--
CAL/CAMP
, en pacientes de ascendencia mediterránea y --
SEA
, en pacientes de ascendencia 
asiática. Se detectaron 3 deleciones nóveles: --
BA
, --
PA
 y --
LU
, esta última en un paciente con 
retraso mental y rasgos característicos de ATR-16, que presentó además una deleción de 17q y 
una duplicación de 7p, previamente no descriptas. Prevalecieron las mutaciones puntuales en el 
gen HBA2 sobre HBA1, aunque se detectaron 3 mutaciones nóveles en HBA1: HBA1:c.301-
2A>T, HBA1:c.187delG (p.W62fsX66) y HBA1:c.237delC (p.Asn78Lysfs*6). Se desarrollaron 
algoritmos de trabajo para la caracterización molecular de α-talasemia en función de los 
fenotipos, la prevalencia de mutaciones en nuestra población, y ascendencia de los pacientes.   
Se confirmó la Hb S como la hemoglobinopatía estructural más frecuente en nuestro medio, 
siendo la variante en homocigosis y en doble heterocigosis con una mutación β-tal, la base 
molecular prevalente de los síndromes falciformes detectados. Otras variantes prevalentes a nivel 
mundial, como la Hb E, Hb C y Hb D, y variantes que originaron hemoglobinas inestables (como 
Hbs Saint-Etienne, Tacoma, Agenogi, Torino y Riccarton), con afinidad aumentada por el 
oxígeno (como Hb Regina y Southampton) y  metahemoglobinas  (Hb M-Saskatoon) se 
identificaron en forma esporádica. 
Se hicieron estudios de asociación genotipo-fenotipo para distintos marcadores asociados a 
variación en los niveles de Hb F en la vida posfetal. Para  el SNP rs4895441, que mapea en la 
región intergénica HBS1L-MYB, se logró corroborar esta asociación. Se estudiaron por primera 
vez en nuestra población los genes KLF1, HBD y variantes de secuencia en la región promotora 
del gen HAMP. 
En los pacientes con síndromes falciformes se estudió la asociación con α-tal y con marcadores 
implicados en  la variación de los niveles de Hb F, que pueden actuar como factores aliviadores 
del fenotipo.  En pacientes con diagnóstico de talasemia intermedia, se estudiaron modificadores 
primarios, secundarios y terciarios. Se determinó que el genotipo prevalente es la asociación de 
una mutación β-tal en estado heterocigota con un alelo con número de copias extra de genes 
HBA, principalmente con el alelo αααanti3,7, cuya presencia en individuos sin otra alteración de 
base, no tiene repercusiones clínicas o bioquímicas. También se detectaron 2 duplicaciones 
distintas del cluster de α-globina, de las que al menos una, ((arr[hg19]Chr16(16p13.3; 88165- 
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230724)x3) que fue caracterizada por array-CGH en un estudio familiar, no estaba descripta 
previamente  
Por último, se confeccionaron perfiles genotipo-fenotipo, para contribuir a la identificación de 
portadores. 
Se espera que todos estos conocimientos puedan aplicarse en beneficio de las familias afectadas, 
a través del correcto asesoramiento genético, y de  los pacientes que padecen estos síndromes, 
pudiendo desarrollarse, en el futuro, esquemas de tratamiento personalizados que mejoren la 
presentación de formas severas. 
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ABREVIATURAS 
2,3-BPG: 2,3-difosfoglicerato Fe: Ion hierro 
aCGH: Array Comparative Genomic 
Hybridization (Hibridación genómica 
comparada en array) 
GM-CSF:  Factor estimulante de colonias de 
granulocitos y monocitos 
ACH:  Active Chromatine Hub 
(Compartimiento de cromatina activa) 
GR:  Recuento de glóbulos rojos 
ADN:  Ácido Desoxirribonucleico 
GWAS: Genome Wide Association Studies 
(estudio de asociación del genoma completo) 
ADNc: ADN copia Hb: Hemoglobina 
AHSP: α-Hemoglobin Stabilizing Protein Hb F: Hemoglobina Fetal 
ARN: Ácido Ribonucleico HCM: Hemoglobina corpuscular media 
ARNm:  Ácido Ribonucleico mensajero HFE:  Proteína hemocromatosis humana 
BFU-E:  unidades formadores de brotes 
eritroides 
HFE2 o HJV: Hemojuvelina 
BMP: Proteína morfogénica ósea HGVS: Human Genome Variation Society 
Cd: Codón 
HIF-1α:  Subunidad alfa del factor 1 inducible 
por hipoxia 
CFU-E:  Unidades formadoras de colonias 
eritroides 
HPFH: Persistencia Hereditaria de Hemoglobina 
Fetal 
CHCM: Concentración de Hemoglobina 
Corpuscular Media 
HS: Hipersensibilidad a DNasaI 
col.: Colaboradores HSC:  Stem Cell Hematopoyética 
conc.: concentración Hto: Hematocrito 
csp: Cantidad suficiente para IEF: isoelectroenfoque 
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio IGF-1:  Factor de crecimiento insulínico tipo 1 
C-terminal: Carboxi-terminal IL: Interleuquina 
Cuerpos PML: cuerpos  de la proteína de 
la leucemia promielocítica 
Indel: Variantes de secuencia de inserción o 
deleción 
CYGB: Citoglobina Int: Intrón 
DMT1: Transportador de metales divalentes 1 IPTG: Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 
DNMT1: ADN (citosina-5)-metiltransferasa 1 
IRIDA:  Iron-refractory iron deficiency anemia 
(Anemia por Deficiencia de Hierro Refractaria al 
Tratamiento con Hierro) 
dNTPs: deoxinucleótidos kb: Kilo base 
Epo: Eritropoyetina LCR:  Locus Control Region 
ESE: Enhancer exónico de splicing 
MAF: Minor allele frequency (Frecuencia del 
alelo minoritario) 
FAM
TM
: Fluoróforo 6-carboxifluoresceína MB: Mioglobina 
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MCS:  Multispecies Conserved Sequences 
QTL: Quantitative Trait Loci (Loci de 
caracteres cuantitativos) 
MGB: Minor Groove Binder, componente de 
sistema quencher 
RDW: Amplitud de distribución eritrocitaria 
miRNA:  Micro ARN 
RFLP:  Restriction Fragment Length 
Polymorphism  (Polimorfismos de longitud de 
fragmentos de restricción) 
MLPA: Multi Ligation-dependent Probe 
Amplification 
rpm: revoluciones por minuto 
MT:  Matriptasa 2 SCF: Factor de células totipotenciales 
NFQ: Non-Fluorescent Quencher, 
componente de sistema quencher 
SNP: Single Nucleotide Polymorphism 
(Polimorfimo de nucleótido único) 
NGB:  neuroglobina 
SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism 
(Polimorfismo de Conformación de Cadena 
Simple) 
NIH:  National Institutes of Health  
(Institutos Nacionales de la Salud de Estados 
Unidos) 
SSE: Stage Selector Element 
NL: Holanda 
SSP: Stage Selector Protein, compuesta por los 
factores CP2 NF-E4 
NMD: Nonsese-mediated decay 
(Degradación del ARN mensajero mediada 
por mutaciones terminadoras) 
SUMO:  Small Ubiquitin-like Modifier 
NO: óxido nítrico Tal: Talasemia 
NTDT: Talasemias No Dependientes de 
Transfusiones 
TFR2: Receptor  de transferrina 2 
N-terminal: Amino-terminal TFRC: Receptor de transferrina 1  
NuRD:  complejo remodelador del 
nucleosoma y deacetilasa 
TIF: Thalassaemia International Federation 
(Federación Internacional de Talasemia) 
O2: oxígeno molecular TPO: Trombopoyetina 
OMS: Organización Mundial de la Salud UK: Reino Unido 
PABP: Proteína de unión a Poli(A) USA: Estados Unidos 
pb: Pares de bases UTR: Región no traducible 
PCR:  Polymerase Chain Reaction 
(Reacción en cadena de la Polimerasa) 
VCM: Volumen Corpuscular Medio 
PDB: Protein Data Base 
VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial 
vascular 
PIC:  Preinitiation complex (complejo de 
pre-iniciación de la transcripción) 
VIC
®
: Fluoróforo reportero VIC 
PIGF: Factor de crecimiento placentario 
X-GAL: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido 
PM: Peso Molecular Zn: Zinc 
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OBJETIVOS DE LA TESIS 
Considerando: 
 Que el Consejo Directivo de la OMS en su 118° reunión (2006) emitió un documento en 
el que menciona su preocupación por el impacto de las enfermedades genéticas, y en 
particular de las hemoglobinopatías, sobre la mortalidad y la morbilidad mundiales, así 
como por el sufrimiento de los pacientes y las familias afectadas por estas enfermedades, 
y propone que se fomente, apoye y coordine la investigación sobre la talasemia y otras 
hemoglobinopatías, con el fin de mejorar la duración y la calidad de vida de los pacientes 
afectados por estos trastornos. 
 Que tanto la hemoglobina como las familias de genes que la codifican, son modelos de 
estudio, y existe un gran interés por esclarecer los mecanismos involucrados en la 
regulación de su expresión. 
 Que el estado actual del conocimiento sobre las hemoglobinopatías, permite su 
prevención mediante la identificación de los individuos en riesgo, y en la información 
adecuada sobre el riesgo como medio de reducirlo.  
 Que la diversidad y frecuencia de las alteraciones descriptas en la literatura, la posibilidad 
de la existencia de mutaciones no descriptas previamente, la sospecha de la asociación de 
distintas variantes en los genes que codifican para cadenas de α o β-globina, o genes 
implicados en la regulación de su expresión, hace que hoy, se deba pensar en un análisis 
molecular integral que abarque los distintos genes implicados, así como variantes de 
secuencia intra y extra-cluster, que puedan actuar como moduladores del fenotipo. 
 
Los Objetivos generales de esta Tesis son: 
 La búsqueda de las bases moleculares de las diversas hemoglobinopatías en pacientes 
adultos y pediátricos en la Argentina. 
 El desarrollo y puesta a punto de nuevas técnicas que faciliten y simplifiquen el 
diagnóstico de estas entidades hematológicas. 
 La generación de pautas que permitan relacionar los valores hematológicos con los 
distintos síndromes hereditarios, a partir del análisis genotipo-fenotipo. 
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Objetivos específicos: 
1- Caracterizar mutaciones responsables de hemoglobinopatías estructurales.  
2- Actualizar  las bases moleculares de la -talasemia en Argentina. 
3- Profundizar el conocimiento de las bases moleculares de la -talasemia en Argentina. 
4- Caracterizar en nuestra población las variantes de secuencia presentes en distintos loci  
cuantitativos asociados a la variación de los niveles de expresión de Hb F.  
5- Analizar secuencias del gen KLF1 en muestras en las que se estime que puede actuar como 
modificador de expresión.  
6- Estudiar loci asociados a la predisposición o protección frente a la sobrecarga de hierro en 
pacientes talasémicos.  
7- Investigar las bases moleculares de las talasemias intermedias  
8-  Investigar factores modificadores del fenotipo en síndromes falciformes. 
9- Investigar la presencia de variantes en el gen HBD en pacientes en los que los valores de Hb 
A2 observados, sean diferentes a los esperados según el fenotipo clínico-hematológico. 
 
Se espera que el desarrollo de este trabajo, permita establecer las bases moleculares de las 
anemias por defecto de síntesis de hemoglobina en nuestro país, así como simplificar el 
diagnóstico y servir como herramienta tanto para el consejo genético y futura planificación 
familiar, como para la implementación de futuros tratamientos personalizados.  
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1. Hematopoyesis 
La hematopoyesis en los vertebrados ocurre en múltiples etapas y en distintas órganos en los que 
se generan y se diferencian las células hematopoyéticas. 
Entre la segunda y la tercera semana de vida, en el saco vitelino, a partir de células 
mesodérmicas aparecen, en asociación con células endoteliales, las primeras células 
diferenciadas hematopoyéticas: megacariocitos, macrófagos y, principalmente, eritrocitos 
primitivos, que presentan mayor tamaño que los definitivos y que ingresan a circulación como 
células nucleadas, alrededor del día 21 del desarrollo. Los mismos, experimentan una 
maduración y diferenciación paulatina que conlleva, entre otros eventos, a una reorganización de 
los fosfolípidos y las proteínas de membrana y la eventual expulsión del núcleo, con asistencia 
de macrófagos presentes en la placenta. Los eritrocitos primitivos son cruciales en la transición 
de embrión a feto, ya que además de su función de transporte de O2 a todas las células en 
formación,  se encargan de eliminar las especies reactivas de O2 y participan en el remodelado 
vascular (Baron y col. 2012). 
Alrededor del día 23, comienza la colonización hepática por parte de células precursoras 
producidas también extraembrionariamente, en el saco vitelino, capaces de dar lugar a células 
eritroides definitivas, a megacariocitos y a distintos granulocitos.  
A partir del día 27, comienza la hematopoyesis intra-embrionaria, al detectarse verdaderas stem 
cells hematopoyéticas (HSCs), adheridas al endotelio aórtico en la región pre-umbilical (dentro 
de la región aorta-gónadas-mesonefro). A partir del día 30, los cúmulos de HSCs crecen en 
tamaño y número, ubicándose también en la arteria vitelina y en la placenta. Las células madre 
hamatopoyéticas se expanden y diferencian en otros órganos hematopoyéticos, colonizando el 
hígado y la médula ósea, alrededor de la décima semana. Existe además durante el desarrollo 
colonización por precursores hematopoyéticos del timo y el bazo. 
Las HSCs poseen la capacidad de autorrenovación y pluripotencialidad, siendo capaces de dar 
origen a todas las células de las series linfoide y mieloide. Numerosos factores endocrinos, 
paracrinos, autocrinos y la interacción celular con el microambiente determinarían los destinos 
de la diferenciación celular. 
En la Figura 1.1 se ilustran los distintos destinos de las HSCs y algunos de los factores 
involucrados en las vías de diferenciación. 
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Figura 1.1: Esquema de la diferenciación de las HSCs para dar lugar a los distintos tipos celulares. 
 
2. Eritropoyesis 
Las células de la eritropoyesis, desde sus estadios más tempranos, sufren una serie de cambios 
madurativos hasta dar lugar a una célula anucleada pero altamente especializada para el 
transporte de O2. En los distintos tejidos hematopoyéticos, a lo largo del desarrollo y en la vida 
posnatal, la eritropoyesis se lleva a cabo en nichos especializados (islas eritroblásticas) que se 
componen de al menos un macrófago central rodeado de eritroblastos en distintos estadios 
madurativos (Koury 2014). 
A partir de la primera colonización hepática, comienza la diferenciación de eritrocitos 
definitivos, convirtiéndose éste, en el principal órgano productor de células rojas desde la décima 
semana del desarrollo hasta la vigésima cuarta.  
Entre el quinto y el sexto mes de vida, comienza a disminuir la producción de células sanguíneas 
en hígado y en órganos hematopoyéticos secundarios como el bazo y, en un proceso cortisol-
dependiente, se establece la médula ósea como el órgano hematopoyético central.  
Además de los cambios mencionados en el perfil de expresión y la morfología del eritrocito 
durante el desarrollo embrionario y fetal, hay cambios moleculares que gobiernan la 
diferenciación de la célula madre eritropoyética hasta el estadio de eritrocito maduro. 
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2.1 Cambios exhibidos por los eritrocitos durante el desarrollo  
Alrededor del día 17 del desarrollo, comienzan a diferenciarse extraembrionariamente, células 
eritroides primitivas. A partir del día 23, aparecen eritrocitos definitivos en circulación. Ambas 
clases exhiben diferencias de tamaño, morfológicas, de dependencia a citoquinas, en las cascadas 
de respuesta que se ejecutan y en el patrón de proteínas expresadas; cambios que permiten 
cumplir sus funciones más eficientemente en las distintas etapas.  
Las células eritroides primitivas comienzan su diferenciación en el saco vitelino por activación 
de la vía Wnt/β-catenina y la inhibición de la cascada de señalización Notch.  
Se caracterizan por ingresar a circulación con un aspecto "megaloblástico": exhiben mayor 
tamaño que los eritrocitos definitivos y en un principio, circulan como células nucleadas, con la 
cromatina descondensada. La isoforma de hemoglobina (Hb) mayoritaria que producen es la Hb 
Gower 1. En circulación, sufren un proceso madurativo, que incluye la regulación negativa de la 
vía Wnt/β-catenina, la reducción de su diámetro y área transversal, pérdida del nucléolo, 
condensación de la cromatina con la consiguiente disminución de la transcripción y un 
reacomodamiento del citoesqueleto y las proteínas de membrana (disminución de la expresión de 
CD71, Integrinas 1 y 4, aumento de Ter-119) que lleva eventualmente a la enucleación, con 
asistencia de macrófagos presentes en la placenta.    
Los eritrocitos definitivos, ingresan a circulación como células anucleadas, exhiben menor 
diámetro que los eritrocitos primitivos y durante la gestación y la vida posnatal transportan 
distintas variantes de Hb, producto de la expresión de distintos genes que codifican para las 
cadenas de globina. 
 
2.2 Cambios exhibidos en los distintos estadios de maduración de la serie roja 
La diferenciación de las células eritroides implica una disminución de la pluripotencialidad de 
las células madres y de la autorrenovación, y la formación de células de cada vez menor tamaño 
que sufren enucleación, especializadas para el transporte de O2 (Figura 1.2).  
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Figura 1.2: Secuencia de proliferación y maduración de la línea eritropoyética. Se indica el requerimiento 
de las citoquinas Eritropoyetina (Epo) y SCF. HSC: Stem Cells hematopoyéticas. BFU-E: unidades 
formadores de brotes eritroides. CFU-E: unidades formadoras de colonias eritroides. Porerit.: 
Proeritroblasto. 
 
2.2.1 Maduración de la serie roja 
Las HSCs se diferencian a células progenitoras linfoides y mieloides. A partir de estas últimas se 
genera el primer estadio madurativo comprometido a la serie roja: BFU-E. El siguiente, 
corresponde a las CFU-E, que dan origen a los proeritroblastos, y éstos originan los eritroblastos 
basófilos. En estadios intermedios de la diferenciación se observan eritroblastos 
policromatófilos, que son el último estadio de la serie que conserva capacidad mitótica 
(Hattangadi y col. 2011). Los estadios tardíos de la diferenciación eritroide incluyen los 
eritroblastos ortocromáticos y los reticulocitos, en los que el núcleo está ausente y presentan 
reducción en el número de mitocondrias. No obstante, existe síntesis activa de Hb en este estadio 
gracias a la presencia de ARNm y polirribosomas. 
El proceso de diferenciación desde proeritroblasto a reticulocito lleva entre 3 y 4 días. Los 
reticulocitos permanecen en médula ósea 3 días adicionales continuando su proceso madurativo 
(pérdida de mitocondrias, ARN, tamaño celular y aumento en la concentración de Hb) para luego 
abandonar este órgano e ingresar a circulación, donde les lleva un día más madurar a eritrocitos, 
con las características que les permiten cumplir su función de transporte: su volumen es  
aproximadamente de 90 ƒl y presentan una forma bicóncava, con alta relación 
superficie:volumen, que les confiere la deformabilidad necesaria para circular por capilares de 
menor diámetro que el suyo.  
El glóbulo rojo maduro no posee ARNm ni mitocondrias, por lo cual depende de un 
metabolismo anaeróbico.  
Cuando se manifiesta un compromiso hacia la vía de diferenciación de la vía roja, comienzan a 
expresarse factores de transcripción característicos, que permiten la expresión de proteínas 
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transmembrana imprescindibles para que el eritrocito cumpla su función, de proteínas del 
citoesqueleto que le otorgan la deformabilidad y, principalmente, se sintetiza Hb.  
 
2.2.2 Regulación de la maduración de la serie roja 
La diferenciación terminal de la HSC a eritrocito requiere de estímulos que promuevan la 
proliferación de las células progenitoras de las distintas etapas y la expresión de proteínas que 
comprometan al linaje eritroide. Además, requiere de un microambiente adecuado: las islas 
eritropoyéticas. 
Distintas citoquinas producidas por células del estroma de médula ósea (TPO, IL-3, IL-6, IL-8, 
IL-9, IL-11, GM-CSF) y distintas hormonas (IGF-1, hormonas esteroides, glucocorticoides y 
angiotensina II) pueden promover la expansión de precursores en los primeros estadios. No 
obstante, las 2 citoquinas indispensables para la proliferación y maduración de la serie eritroide 
son SCF y Epo (Vandekerchkhove y col. 2009): 
-SCF actúa sobre su receptor c-Kit, que se expresa principalmente en los estadios primarios de 
diferenciación (desde BFU-E hasta eritroblasto policromatófilo) y ejerce su acción 
principalmente a través de la vía PI 3-kinasa, que estimula la proliferación y la diferenciación de 
los precursores. 
-Epo, actúa de manera endocrina estimulando el crecimiento del número de progenitores 
eritroides, su supervivencia y diferenciación, desde el estadio de CFU-E hasta que cesa su 
requerimiento en el eritroblasto basófilo. La unión de Epo a su receptor Epo-R, induce la 
activación de la tirosina quinasa JAK2, que fosforila distintos residuos del receptor, permitiendo 
la activación de distintas cascadas intracelulares. 
La diferenciación de la serie roja, además de ser regulada positivamente por citoquinas y 
hormonas, es estimulada por factores paracrinos, producidos por los macrófagos de las islas 
eritropoyéticas  y por los mismos eritroblastos. Asimismo, las interacciones entre las moléculas 
de adhesión expresadas por los eritroblastos en los distintos estadios de diferenciación y por la 
matriz extracelular, mantienen la integridad de las islas eritropoyéticas y la localización de los 
distintos intermediarios. Los eritroblastos más diferenciados secretan, además, factores 
angiogénicos como VEGF-A y PIGF, que promueven la remodelación y movimiento de las islas 
y la salida de los reticulocitos a los sinusoides de la médula ósea. 
En condiciones de stress como anemia o hipoxia, se estimula la eritropoyesis: el factor inducible 
por hipoxia HIF-1α aumenta la expresión de eritropoyetina, que estimula la proliferación de las 
CFU-E, incrementando el número de precursores eritroides. 
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3. Factores de transcripción eritroides 
Los estímulos del microambiente, las hormonas y citoquinas determinan patrones de expresión 
específicos durante el desarrollo del eritrocito. 
Factores de transcripción orquestan el proceso madurativo alterando la accesibilidad de la 
cromatina y reclutando la ARN polimerasa a II en los loci que deben ser transcriptos. Algunos de 
estos factores de transcripción se expresan ubicuamente en distintos tejidos y otros, tienen un 
perfil restringido a líneas hematopoyéticas. Los factores GATA1, TAL1 y KLF1 son 
fundamentales para la diferenciación eritroide. 
 
3.1 GATA1 
Es el miembro fundador de la familia de factores que poseen 2 dominios de dedos de Zn, y 
reconocen el motivo canónico WGATAR. El gen GATA1 (Gene ID: 2626, OMIM: 305371) se 
encuentra en Xp11.23 y produce 2 isoformas, producto de la utilización de distintos sitios de 
inicio de la traducción. 
Se expresa en linajes hematopoyéticos, cumpliendo un rol crítico en la maduración de la serie 
eritroide e interviniendo en la diferenciación terminal de los megacariocitos, mastocitos y 
eosinófilos. 
Este factor suele unirse al ADN por su dominio dedo de Zn C-terminal, mientras que el N-
terminal estabiliza la unión y está generalmente involucrado en la interacción con otras proteínas 
(Crispino y Weiss 2014).  El factor sufre modificaciones postraduccionales que también modulan 
su actividad:  
-la fosforilación de 6 residuos de serina 
-la acetilación en su dominios dedo de Zn C-terminal por CBP y p300, que facilita su 
transactivación, unión a la cromatina y su posterior degradación 
-la SUMOilación, que controla la interacción con otras proteínas y regula su actividad, 
localización y estabilidad.  
Se expresa, principalmente, en estadios celulares que sufrieron algún tipo de diferenciación. En 
células indiferenciadas (desde HSC hasta el estadio del progenitor común mieloide-eritroide) se 
expresa otro miembro de la familia GATA: GATA2. Este factor interviene en la supervivencia y 
proliferación de las células precursoras y ocupa distintos loci de genes involucrados en el 
desarrollo de la serie roja, "cebando" las células para seguir la diferenciación a este linaje. No 
obstante, para que avance la diferenciación de las células eritroides, debe producirse un evento, 
el "GATA switch", en el cual GATA1 reemplaza en los distintos loci a GATA2, inclusive en la 
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región regulatoria de este gen, inhibiendo su transcripción y reforzando el loop regulatorio 
(Bresnick y col. 2012). 
GATA1 actúa principalmente como activador de distintos genes, aunque también puede actuar 
como inhibidor de otros (como GATA2, KIT y SPI1, que codifica PU.1, un factor de 
transcripción involucrado en la mielopoyesis que inhibe la expresión de GATA1 y la maduración 
de la serie roja), en función de las interacciones que establece con otras proteínas. Su socio por 
excelencia es FOG1, una proteína con múltiples dominios dedos de Zn que se co-expresa con 
GATA1. Los complejos GATA1/FOG1 pueden a su vez estimular la transcripción, en general 
asociándose a otros factores o inhibirla, mediante el reclutamiento por parte de FOG1 de 
componentes del complejo NuRD. 
 
 3.2 TAL1 (SCL) 
Este factor se describió originalmente por estar involucrado en traslocaciones que provocan su 
sobreexpresión y dan lugar a leucemia linfoblástica aguda de linfocitos T (Crispino y Weiss 
2014). Pertenece a la familia de factores de transcripción bHLH (hélice-bucle-hélice básica), que 
reconocen y son capaces de unirse a las Cajas E en el ADN (CANNTG). Para ello, forma 
heterodímeros con otros factores bHLH ubicuos, como las proteínas E2A (Love y col. 2014).  
Mapea en 1p32 (Gene ID: 6886, OMIM: 187040). Presenta 2 isoformas, generadas a partir del 
uso de distintos sitios de inicio de la traducción.  
En regiones regulatorias de muchos genes eritroides, se encuentra el motivo caja E-GATA 
separados por una secuencia espaciadora. Esto permite la co-ocupación de estos sitios por 
complejos multiméricos que incluyen tanto a TAL1, como a miembros de la familia GATA. En 
las células más indiferenciadas TAL1 forma el complejo regulatorio junto a E2A, LMO2, LDB1 
y GATA2. A medida que avanza la diferenciación, GATA2 es reemplazado por GATA1. 
 
3.3 KLF1 (EKLF) 
Es el miembro fundador de la familia de factores Krüper-like, que se caracterizan por poseer 
dominios conservados de unión al ADN: dedos de Zn C2H2 . El extremo N-terminal es rico en 
prolina y está implicado en la transactivación mientras que en el extremo C-terminal hay 3 
dominios dedos de Zn, mediante los que reconoce, y es capaz de unirse, a la secuencia consenso 
del ADN: 5'-CC[A/C]C[A/G]CCCN-3’, y, excepcionalmente, a otros sitios consenso no 
canónicos, como en la región promotora de AHSP. El gen KLF1 mapea en 19p13.2 (Gene ID: 
10661, OMIM: 600599). 
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Se expresa exclusivamente en los estadios madurativos de la serie roja. Su presencia es 
indispensable para la correcta formación del linaje eritroide, ya que regula un conjunto amplio de 
genes que hacen a la integridad morfológica y funcional del glóbulo rojo (Tallack y Perkins 
2010). 
La proteína, actúa principalmente como activador, aunque también ejerce una acción inhibidora 
sobre la transcripción en determinados loci. Está sujeto a distintas modificaciones 
postraduccionales que le permiten ejercer su función: 
-la fosforilación de T41 y la acetilación de K288 por las histonas acetil-transferasas CBP y p300 
son determinantes para su transactivación, y la última modificación, en particular, es necesaria 
para la asociación con el complejo remodelador de la cromatina SWIS/SNF 
-la SUMOilación de K74 está implicada en la actividad represora, al provocar el reclutamiento 
por parte de KLF1 del complejo represor NuRD  
-la acetilación de K302 permite la interacción con los co-represores Sin3a y HDAC1 (Yien y 
Bieker 2013).  
Además de alterar la accesibilidad de la cromatina en los genes que regula, KLF1 actúa por otros 
mecanismos, como mediando la incorporación de su genes blanco a “fábricas transcripcionales” 
o cooperando con otros factores de transcripción, como GATA1. 
Este factor ejerce un rol fundamental en el segundo switch del cluster de β-globina, por lo que se 
lo considera el "regulador maestro de la expresión de β-globina posnatal".  
En la Figura 1.3 se esquematiza el gen KLF1 y la proteína sintetizada. 
 
 
Figura 1.3: Representación esquemática del gen KLF1 y la proteína que codifica. Se representan los 
dominios dedos de Zn y las posiciones suceptibles a sufrir modificaciones postraduccionales.  
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3.4 ARNs no codificantes implicados en la diferenciación de la serie roja 
Existen ARNs no codificantes que colaboran y, en algunos casos, actúan en íntima asociación 
con los factores de transcripción que intervienen en la diferenciación eritroide. 
Tanto la expresión del micro-ARN miR-451 como la inhibición de miR-150 son necesarios para 
la expresión de GATA-1, FOG-1, KLF1, CD71 y CD235a. En células pluripotenciales y en los 
primeros estadios de diferenciación, GATA-2 inhibe la expresión de miR-27a y miR-24. Al 
producirse el switch GATA, GATA-1 estimula la expresión de estos micro-ARN, que, a su vez, 
reprimen la expresión de GATA-2, promoviendo la diferenciación celular. 
Long non-coding ARNs también estarían involucrados en la maduración del glóbulo rojo. Hasta 
el momento, se identificaron 655 moléculas que intervienen en la eritropoyesis murina, muchas 
reguladas por GATA1, TAL1 y KLF1. Por ejemplo, LincRNA-EPS, que es inducido en las fases 
finales de diferenciación eritroide y ejerce una función antiapoptótica (Paralkar y  Weiss  2011) y 
ncRNA-EC7,  necesario para la transcripción de la Banda 3 (Alvarez-Dominguez 2014). 
 
4. Hemoglobina 
La Hb es la proteína más abundante del eritrocito maduro. Es un tetrámero formado por la 
interacción de 2 heterodímeros, cada uno de ellos compuestos por la unión de una cadena tipo α- 
y otra tipo β-globina (o no-α). 
Las cadenas de globina presentan una estructura terciaria característica: el "plegamiento 
globina", que consiste en 7 u 8 hélices (nombradas A-H), unidas por segmentos no helicoidales 
que se pliegan en una estructura de sándwich α- helicoidal de 3-sobre-3, con dos extensiones N- 
y C-terminales. Este plegamiento permite la formación de una cavidad central, o bolsillo, entre 
las hélices E y F que alberga al grupo prostético, el hemo, una protoporfirina tipo IX, que por 
medio de sus 4 átomos de N pirrólicos, se coordina con un ion de Fe en estado de oxidación 
2+
. 
Ciertos aminoácidos de estas heteroproteínas se encuentran sumamente conservados a lo largo de 
la evolución de la familia de las globinas, principalmente aquellos implicados en la interacción 
con el grupo hemo (la "histidina proximal" en la posición F8, que por medio del N imidazólico 
interacciona con el ion Fe
2+
, actuando como ancla "proximal"; la fenilalanina ubicada en la 
posición 1 de la región entre las hélices C y D, que "calza" el grupo hemo dentro del bolsillo 
hidrofóbico y la histidina de la posición E7, conocida como la "histidina distal", la cual se 
encuentra coordinada con el Fe
2+
 en algunos miembros de esta familia de proteínas en los cuales 
el Fe se encuentra hexacoordinado en la forma deoxigenada) (Weber y Fago 2004). 
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La familia de globinas se encuentra ampliamente distribuida en distintas especies, encontrándose 
proteínas ortólogas en los 3 dominios (Archaea, Bacteria y Eucarya). La historia de esta familia 
comenzó posteriormente a la formación del O2 atmosférico, hace 2450-2320 millones de años.  
Se descubrieron Hbs en bacterias, protozoos, hongos, plantas y animales. Pese a que todas 
interaccionan con el O2, no todas están implicadas en su transporte en distancias grandes.  
En el reino animal, hay distintas globinas, algunas de las cuales evolucionaron antes de la 
divergencia entre los protóstomos y los deuteróstomos. En invertebrados se puede encontrar una 
variedad de Hbs que presentan diversidad estructural (desde monómeros a multímeros que 
incluyen 144 cadenas de globina que unen O2) y funcional. 
En vertebrados se encontraron 8 miembros de la familia de globina: globina E, globina X, 
globina Y, androglobina, neuroglobina, citoglobina, mioglobina y Hb. Sólo los últimos 5 se 
observaron en mamíferos (Schwarze y Burmester 2013). 
-La androglobina se expresa predominantemente en testículo. Es una proteína quimérica que 
cuenta con un dominio N-terminal tipo-calpaína, un dominio interno de globina  y un motivo IQ 
C-terminal que une calmodulina.  
-La neuroglobina (NGB) se encuentra en sistema nervioso central y periférico, en  líquido 
cefalorraquídeo, retina y tejidos endocrinos. Aunque no está completamente esclarecido su rol, 
se cree que ejerce un efecto protector neural en las hipoxias agudas, proveyendo O2, 
descomponiendo especies reactivas del O2 y nitrógeno, otorgando protección frente a apoptosis y 
participando en vías de señalización intracelular.  
-La citoglobina (CYGB) posee un patrón de expresión más ubicuo, encontrándose 
principalmente en células de linajes de fibroblastos y algunas neuronas. Se encuentra tanto en 
núcleo como en citoplasma, ubicada cerca de las mitocondrias. No se estableció su función, pero 
se postula, por su ubicación, que puede mediar la descomposición de especies reactivas de O2 y 
nitrógeno y que puede encontrarse involucrada en la síntesis de colágeno y en sistemas de 
señalización mediados por lípidos.  
Los miembros más estudiados de esta familia son la miolgobina y las Hbs.  
-La mioglobina (MB) es una proteína monomérica, altamente especializada para proveer de O2 a 
miocitos de músculo cardíaco y esquelético, al almacenarlo y facilitar su difusión a las 
mitocondrias. También ejerce un rol fundamental en la descomposición del NO. 
La Hb engloba a un conjunto de proteínas tetraméricas, constituidas por la unión de dos 
unidades diméricas de una cadena tipo α con una tipo β. Son capaces unir O2 en zonas de alta 
PO2, principalmente en pulmón, transportarlo largos trayectos y liberarlo en zonas de baja PO2, 
en microcirculación. La integridad de su estructura es fundamental para ejercer su función, ya 
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que tanto los contactos entre la porción prostética y la aminoacídica de la proteína,  las interfaces 
entre las subunidades y los aminoácidos implicados en la unión de efectores, controlan la 
capacidad de unir al O2. La Hb fue la primera molécula en la que se describió la unión 
cooperativa de ligandos (Pauling 1935) y en 1970, Perutz, luego de dilucidar la estructura 
tridimensional, postuló el modelo de regulación de la afinidad por el O2, basado en la alternación 
de estados tensos y relajados de baja y alta afinidad por el O2, respectivamente, por rotación de 
las uniones entre los dímeros αβ. 
 Las moléculas de Hb son capaces de unir y transportar otros gases, como CO2 (se une de manera 
reversible a la valina extremo N-terminal de las cadenas de α-globina), CO (se une de manera 
irreversible al grupo hemo) y NO, que puede unirse de manera reversible al grupo tiol la cisteína 
93 de la cadena de β-globina, formando el aducto S-nitrosil-Hb y al Fe2+ de manera reversible e 
irreversible, oxidando al Fe
2+
 a Fe
3+
, dando lugar a metahemoglobina. De esta manera, y por 
otros mecanismos no esclarecidos hasta el momento, la Hb participaría de la preservación y la 
regulación de la actividad del NO, participando en la vasodilatación. 
Las moléculas de Hb pueden unir otros ligandos, además de gases, mucho de los cuales actúan 
como modificadores alostéricos, como protones y el 2,3-BPG. 
También actúa regulando el metabolismo energético del glóbulo rojo, actuando como un 
transductor de señal que relaciona el grado de oxigenación con la glicólisis. 
 
4.1 Evolución de los genes de globina de mamíferos 
Debido a la amplia distribución de las globinas en los distintos dominios y reinos, se deduce un 
origen ancestral filogenéticamente antiguo, anterior a la divergencia de los distintos dominios.  
Para poder asignar distancias evolutivas, se comparó no sólo la estructura proteica primaria, sino 
también la estructura génica (tamaño y localización de los intrones) y los contextos genómicos. 
El gen ancestral sufrió al menos una duplicación inicial antes de la divergencia entre vertebrados 
e invertebrados (800 millones de años atrás), que evolucionó para dar lugar a la NGB y a otros 
globinas en los invertebrados. 
Se postuló la hipótesis de 2 rondas de duplicación del genoma completo en el linaje de los 
vertebrados, que proveyó la materia prima para la evolución de los genes de esta familia (Storz y 
col. 2013). Posteriormente, por duplicaciones  adicionales de los genes de globina ancestrales, 
divergieron las ramas que darían lugar a los genes de CYGB y MB y la que originaría las Hbs. 
Hace, aproximadamente, 450 millones de años, por un evento de duplicación génica en un 
gnotóstomo ancestral, habrían surgido los genes ancestrales que dieron origen a los genes que 
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codifican α- y β- globina. Estos genes sufrieron duplicaciones posteriores, dando origen a las 
familias multigénicas (o clusters) de α- y β-globina. 
En la Figura 1.4 se representa la evolución de los miembros de la familia de las globinas en 
mamíferos. 
 
 
 
4.2 Síntesis de la Hb 
Todas las Hbs se componen de una fracción aminoacídica,  que varía en su composición a lo 
largo del desarrollo de un individuo, y de un grupo prostético que permanece invariable, el grupo 
hemo, (protoporfirina tipo IX y Fe
2+
).  
Para la correcta producción de la proteína funcional, se deben sintetizar cadenas de globinas 
funcionales y, asimismo, se requiere un aparato de síntesis funcional de la protoporfirina IX y un 
suministro adecuado de Fe
2+
. 
La estructura cuaternaria de la proteína depende de que cada una de las cadenas polipeptídicas 
que la componen, por un lado, puedan plegarse correctamente adquiriendo el "motivo globina" 
de 8 α-hélices y, por otro, cuenten con los aminoácidos implicados en las interfaces con las otras 
subunidades, de manera de poder formar los heterodímeros capaces de combinarse dando lugar a 
los tetrámeros. Estos requerimientos están sujetos a la integridad de las secuencias de los genes 
que codifican para estas cadenas de globina, los cuales deben ser transcriptos en niveles 
adecuados y traducidos. 
Todos los genes que codifican para las cadenas de globinas de mamíferos presentan la misma 
organización, que consiste en 3 exones codificantes y 2 intrones. 
Figura 1.4: Modelo de la evolución 
de los genes de globinas de 
mamíferos. Los tiempos deducidos 
de duplicación y divergencia se 
muestran en el eje horizontal. 
Adaptado de Hardison RC. 
Evolution of  hemoglobin and its 
genes. Cold Spring Harb Perspect 
Med. 2012 Dec 1;2(12). 
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Las cadenas de tipo β-globina se sintetizan como polipéptidos de 147 aminoácidos, mientras que 
las de tipo α-globina, de 142. En ambos casos, al madurar pierden la metionina inicial. 
En la Figura 1.5 se comparan las estructuras de los genes que codifican las distintas cadenas de 
globina humanas. 
Gen 5'UTR CDS Exón 1 Intrón 1 Exón 2 Intrón 2 CDS Exón 3 3' UTR 
HBE1 
253 90 122 222 857 126 119 
 1-30  31-104  105-146  
HBG2/ 
HBG1 
53 90 122 222 887/866 126 86/87 
 1-30  31-104  105-146  
HBD 
195 90 128 222 866 126 135 
 1-30  31-104  105-146  
HBB 
50 90 122 222 850 126 132 
 1-30  31-104  105-146  
HBZ 
55 93 887 204 176 129 105 
 1-31  32-99  100-141  
HBA2/ 
HBA1 
66/37 93 113 204 142/149 129 110 
 1-31  32-99  100-141  
 
Figura 1.5: Esquema de las estructuras de los genes que codifican las cadenas de globina humanas, según 
las Secuencias de Referencia. CDS: Región codificante. En la línea superior de cada gen se indica el 
número de nucleótidos y en la inferior, los codones codificados. 
 
Las cadenas de globina sintetizadas, deben adquirir la correcta estructura secundaria para poder 
unir el grupo prostético y plegarse adecuadamente. La unión del grupo hemo cumple un rol 
importante estabilizando las cadenas de globina y promoviendo la adquisición de la estructura 
terciaria nativa. Las cadenas libres de α-globina son inestables y presentan una alta reactividad, 
capaz de dañar los pregenitores eritroides. Existe una chaperona molecular, la α-Hemoglobin 
Stabilizing Protein (AHSP), que por un lado, confiere estabilidad a las cadenas nacientes de α-
globina al restringir el acceso de proteasas y al contribuir a la estabilidad del plegamiento de las 
mismas, y por otra parte, al promover su incorporación en los dímeros αβ, limita su precipitación 
y su reactividad. 
La AHSP se une a las cadenas nacientes de apo-α-globina (Voon y Vadolas 2008). La chaperona 
no es capaz de unir  las cadenas de β-globina ni dímeros o tetrámeros de globina. AHSP 
interactúa con áminoácidos que forman parte de las hélices G y H (K99, H103, F117, P119, 
A123y D126), que (salvo K99) participan en la interface α1β1 (Yu y col. 2009). Al ser la unión 
entre la cadena α y la AHSP, de menor afinidad que entre α- y β-globina, la chaperona es 
desplazada y pueden formarse los dímeros αβ. 
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Hasta el momento no hay descriptas chaperonas que supervisen la síntesis de las cadenas de β-
globina o de las estructuras multiméricas. 
 
4.3 Metabolismo del hierro 
Dentro del organismo, se dan paralelo, e interrelacionados, 2 circuitos del metabolismo de 
hierro: el plasmático y el intracelular. 
El hierro que se encuentra en plasma proviene de distintas fuentes: la dieta (diariamente se 
absorben 1 a 3 mg para mantener su homeostasis), la liberación por parte de macrófagos que 
"reciclan" el hierro de eritrocitos senescentes  y de los depósitos.  
El hierro inorgánico y el orgánico (básicamente incluido en el grupo hemo) presentan distintos 
mecanismos de absorción. El hierro inorgánico es absorbido en la forma ferrosa (Fe
2+
), 
principalmente en los enterocitos del duodeno mediante el transportador de cationes divalentes 
DMT1.  
El hierro es expulsado a circulación por medio del transportador ferroportina, que actúa ubicado 
en la membrana basolateral del enterocito, coordinadamente con la ferroxidasa hefestina, para 
que el hierro en circulación se encuentre en estado férrico (Fe
3+
). Aparentemente, las células 
también podrían exportar hierro hemínico, en lo cual estaría involucrado FLVCR1 (Hentze y col. 
2010). 
En circulación, el Fe
3+
 se encuentra unido a la glicoproteína transferrina. Cada molécula del 
transportador tiene 2 sitios de alta afinidad por Fe
3+
. Esta unión, lo mantiene en forma soluble y 
limita su toxicidad, permitiendo que el mismo pueda ser transportado a los distintos tejidos y 
tipos celulares que lo requieran, entre ellos, los precursores eritroides. 
El complejo transferrina-Fe
3+
 sufre endocitosis mediada por el receptor de transferrina 1 (TFRC). 
En el pH ácido del endosoma, se libera el Fe
3+
, STEAP3 cataliza su reducción y se exporta al 
citoplasma mediante DMT1. La apotransferrina y el receptor son reciclados, exportándose a la 
superficie celular. 
La regulación del metabolismo celular del hierro permite un balance entre su utilización y su 
almacenamiento: el pool de hierro lábil puede usarse para la síntesis de Hb y otras 
hemoproteínas, para lo cual es transportado a la mitocondria, o puede ser almacenado. En el 
almacenamiento intervienen 2 proteínas: la ferritina y la hemosiderina. La ferritina es una 
proteína multimérica (se compone de 24 subunidades), encargada del almacenamiento de la 
fracción soluble de las reservas férricas. Ante una sobrecarga de hierro, la ferritina se 
desnaturaliza, dando lugar a la hemosiderina, que representa la fracción insoluble de los 
depósitos de hierro intracelulares.  
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Dado que los mamíferos no poseen un sistema de excreción fisiológica de hierro, existe una 
regulación muy fina de su absorción. El principal péptido involucrado es la hepcidina, el cual 
reduce la exportación a circulación del hierro, mediante la internalización y degradación de la 
ferroportina.  
Este péptido fue descubierto por su rol antimicrobiano. Se sintetiza en el hígado y su expresión 
está regulada por los niveles de hierro censados en el hepatocito y por el estado inflamatorio 
(Camaschella y Silvestri 2011). La información para su síntesis se encuentra codificada en el gen 
HAMP (Gene ID: 57817, OMIM: 606464), que mapea en 19q13.1. 
Se induce su expresión en condiciones de niveles altos de hierro. Este proceso está mediado por 
distintas vías, en las que intervienen distintas proteínas (HFE2 o HJV, HFE, TFR2), todas ellas 
imprescindibles (mutaciones en los genes que codifican las distintas proteínas involucradas, 
desencadenan cuadros de hemocromatosis hereditaria).  
En condiciones de niveles bajos de hierro, se regula negativamente la expresión de hepcidina, 
mediante la acción de MT2, una serin-proteasa de expresión hepática, cuyo único sustrato 
conocido es la HFE2, que al ser liberada de la membrana del hepatocito, no puede ejercer su 
función co-receptora. Mutaciones en el gen TMPRSS6 (que codifica para MT2) dan lugar al 
sindrome IRIDA (anemia por deficiencia de hierro refractaria al tratamiento con hierro) (Ganz 
2011). La inflamación induce la expresión de IL-6 y activina B en hígado, que inducen la 
expresión de hepcidina por las vías STAT3/JAK2 y de BMP (Figura 1.6). 
 
 
Figura 1.6: Esquema de la regulación de la transcripción de la hepcidina. 
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4.4 Expresión  temporal de las distintas hemoglobinas 
Los genes de las familias de α- y β-globina son regulados ontogénicamente, por lo que isoformas 
funcionalmente distintas de Hbs, se expresan en las células eritroides durante la etapa 
embrionaria, el desarrollo fetal y la vida posnatal; todas comparten la capacidad de transporte de 
O2 y otros ligandos, pero a su vez, presentan características particulares, como diferencias en la 
afinidad por el O2. 
En el período embrionario, en los eritrocitos primitivos producidos en el saco vitelino, se 
expresan predominantemente los genes HBZ (que codifica para las cadenas de δ-globina), del 
cluster de α-globina y HBE1 (que codifica para las cadenas de ε-globina), del cluster de β-
globina, que se combinan, formando la isoforma Hb Gower 1. Esta forma es la predominante 
circulación en las semanas 4-5, cuando se encuentran eritroblastos primitivos basófilos. En las 
semanas 6-7 se sigue encontrando en circulación Hb Gower 1, pero es mayoritaria la Hb Gower 
2, que se compone de 2 cadenas de α-globina asociadas a 2 cadenas de ε-globina. 
Coincidentemente, cambia también el estadio madurativo del eritrocito primitivo en la 
circulación embrionaria, predominando los eritroblastos ortocromáticos. A partir de estos 
hallazgos se postuló que el cambio en el perfil de expresión en el cluster de α-globina 
respondería a la diferenciación terminal de la serie eritroide (Qiu y col. 2008). 
Al convertirse el hígado fetal en el principal sitio de maduración eritropoyética, disminuye 
gradualmente la expresión de los genes embrionarios. Por un lado, se consolida la expresión de 
los genes HBA2 y HBA1, que codifican para las cadenas de α-globina, y por otro, en el cluster de 
β-globina, aumenta la transcripción de los genes HBG2 y HBG1  que codifican las cadenas de γ-
globina, que se expresan de forma mayoritaria hasta el período perinatal. La combinación de las 
cadenas de α-globina con las de γ-globina da lugar a la Hb Fetal (Hb F). En la transición del 
período embrionario al fetal pueden encontrarse Hbs, producto de combinaciones entre las 
cadenas de expresión fetal y embrionaria, como la ya mencionada Hb Gower 2 (α2ε2) y la Hb 
Portland (δ2γ2). 
La Hb F presenta una mayor afinidad por el O2, producto de su menor sensibilidad al DPG, que 
se produce en la glicólisis en el eritrocito. La afinidad diferencial entre la Hb F del feto y la Hb 
materna facilita el intercambio de O2 por la barrera placentaria (Storz y col. 2013). 
Alrededor del momento del nacimiento, cuando la médula ósea pasa a ser el principal órgano 
hematopoyético, decae la expresión de cadenas de γ-globina y comienzan a expresarse los genes 
HBB y HBD que codifican para cadenas de β- y δ-globina, respectivamente. La combinación de 
las cadenas de α-globina con las cadenas β da lugar a la Hb A, la fracción mayoritaria (~97%) de 
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la Hb a partir de, aproximadamente, los 6 meses de vida. La combinación de las cadenas de α-
globina con las cadenas δ genera la Hb A2, que representa un 2 a 3% de la Hb de la vida 
extrauterina. El porcentaje restante corresponde a la expresión residual de los genes de γ-globina, 
con la consecuente formación de Hb F. 
 
 
Figura 1.7: Familias de genes de α- y β-globina y su expresión secuencial durante el desarrollo. 
 
4.5 Cluster de β-globina 
Los genes que codifican para las distintas cadenas de tipo β-globina, están organizados como una 
familia multigénica. Todos son relativamente pequeños (aproximidamente 1.500 pb) y codifican 
cadenas de globina funcionales de 146 aminoácidos (Figura 1.5). 
La familia de genes de β-globina humana, se ubica en en el brazo pequeño del cromosoma 11 
(11p15.5), en una región pobre en genes, sin islas CpG asociadas, con un contenido de GC 
cercano al 40%. Se compone, de un gen de expresión embrionaria (HBE1), 2 genes que codifican 
las cadenas de γ-globina, de expresión fetal: Gγ (HBG2) y Aγ (HBG1), 2 genes que codifican las 
cadenas tipo β del adulto: δ-globina (HBD) y β-globina (HBB) y un pesudogen de β-globina: ψβ 
(HBBP). El orden de los genes en el cluster es, en dirección 5' a 3', HBE1-HBG2-HBG1-HBBP-
HBD-HBB. 
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Los 2 genes que codifican para cadenas de γ-globina, surgieron por un evento de duplicación en 
tándem de ~5,5 kb de ADN, hace 47 millones de años (Borg y col. 2009). Codifican cadenas 
prácticamente idénticas, que solamente difieren en el codón 136, el cual codifica para glicina en 
HBG2 y para alanina en HBG1. Se encuentran dentro de un contexto de 1,5 kb virtualmente 
idéntico, que abarca desde la región promotora hasta la 3'UTR, y que es producto de eventos de 
conversión génica entre HBG2 a HBG1 que comenzaron, al menos, hace un millón de años. Este 
fue el primer evento descripto de conversión génica en mamíferos. 
Los genes HBB y HBD, que divergieron hace 85-100 millones de años, presentan una alta 
identidad de secuencia, principalmente en los exones y las proteínas codificadas; tienen una 
homología del 93% (difieren en 10 de 146 aminoácidos). No obstante, la Hb A (dímeros αβ), 
constituye aproximadamente el 97% de la Hb posnatal, mientras que la Hb A2 (dímeros αδ) 
corresponde al 3%. Esta diferencia se debe a cambios en la secuencia del promotor de HBD, que 
hacen que se transcriba con baja eficiencia.  
Pese a la baja expresión de HBD, es destacable que tanto este gen como HBBP presentan poca 
diversidad en primates, por lo que se infiere que evolucionaron bajo selección "purificadora". 
Aparentemente, estas regiones estarían involucradas en mantener una estructura transcripcional 
competente en la etapa adulta, al ser capaces de interactuar con regiones enhancer. Esto 
implicaría que la falta de diversidad observada en esas regiones sería atribuible al rol regulatorio 
que ejercen sobre expresión temporal de los genes del  cluster. (Moleirinho y col. 2013). 
La expresión de los genes del cluster se encuentra regulada por la presencia del elementos 
reguladores en cis, proximales y distales. Los promotores de los genes que se expresan en las 
distintas etapas presentan el motivo general caja TATA y 2 motivos específicos de globina: caja 
CCAAT y caja CACCC (Patrinos y Antonarakis 2010). Estos elementos se pueden encontrar en 
distinto orden y en distinto número de repeticiones en los distintos genes. Adicionalmente, 
pueden encontrarse otros elementos activadores o silenciadores específicos en los distintos 
promotores. 
Un esquema de los elementos regulatorios proximales de los distintos genes del cluster se puede 
observar en la Figura 1.8. 
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Figura 1.8: Esquema de los motivos presentes en los promotores de los genes codificantes de cadenas 
tipo β-globina. Adaptado de Patrinos, G. P., & Antonarakis, S. E. (2010). Human hemoglobin. In Vogel 
and Motulsky's Human Genetics (pp. 365-401). Springer Berlin Heidelberg. 
 
Existe una transcripción basal de los genes de esta familia a partir de sus promotores. No 
obstante, para que haya alta eficiencia transcripcional es necesaria la presencia de un elemento 
regulador distal, el locus de la región de control (Locus Control Region, LCR), que se ubica 
aproximadamente de 6 a 20 kb corriente arriba de HBE1. 
Está constituido por 5 sitios eritroide-específicos que presentan hipersensibilidad a DNAsaI 
(HS1-5), de 250-500 pb, que presentan secuencias blanco tanto para factores de transcripción 
ubicuos como específicos de la serie roja. Los sitios HS del LCR actúan en conjunto como un 
holocomplejo (Palstra y col. 2008), aunque la actividad enhancer se concentra en HS2 a HS4. 
HS5 funciona como aislante al unir la proteína CTCF, que posee actividad de insulator o 
aislante, y evita la propagación de la activación por parte del LCR a otras regiones de la 
cromatina. 
 
4.5.1 Regulación de la expresión y eventos de switch en el cluster de β-globina 
Si bien los genes de este cluster, fueron estudiados extensivamente (HBB fue uno de los 
primeros genes humanos en ser clonado (Wilson y col. 1977)) constantemente hay nuevos 
hallazgos sobre cómo se regula su expresión. 
Ancestralmente, hasta poco después de la divergencia entre anfibios y amniotos, los clusters de 
α- y β-globina se encontraban organizados en tándem. De hecho, algunos marsupiales aún 
conservan genes huérfanos tipo-β en el cluster de α-globina (Hoffmann y col. 2010). 
La trasposición de la familia de β-globina a una región de genes de expresión no constitutiva 
(dentro de cluster de receptores olfatorios), implicó la necesidad de cambios en la estructura de 
la cromatina para que estos genes se expresaran en un alto nivel. 
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Los promotores de los genes que deben expresarse deben demetilarse, intercambiar marcas en la 
cromatina y el cluster debe relocalizarse desde una región de heterocromatina pericentromérica a 
zonas transcripcionalmente activas. 
En progenitores eritropoyéticos tempranos, los complejos pentaméricos formados por GATA2, 
TAL1, E2A, LMO2 y LDB1 se unen a las secuencias blanco en HS2, y HS1-4, gracias al 
reconocimiento por TAL1 y GATA2 de sus respectivas secuencias blanco. 
A medida que avanza la diferenciación de la serie roja, se produce el intercambio de los factores 
GATA y se monta el complejo pentamérico, ya con la presencia de GATA1 en el promotor del 
gen que se va a expresar. LDB1 es capaz de dimerizar (y multimerizar) por su dominio N-
terminal, permitiendo la interacción de ambas regiones en cis.  
Se postula que la expresión de los genes del cluster de β-globina en células eritroides se produce 
por la interacción física entre las secuencias regulatorias (HS) del LCR y las secuencias 
promotoras a través de la formación de un bucle (loop) que excluye la cromatina intermedia. Se 
forma el Active Chromatine Hub (ACH), un compartimento celular específico, que determina 
una transcripción eficiente, mediada por la ARN Polimerasa II (Palstra y col. 2008). La 
formación de esta estructura es necesaria para el reclutamiento de enzimas remodeladoras de la 
cromatina, para un eficiente ensamblado del complejo de pre-iniciación de la transcripción (PIC) 
así como estabilización del complejo intermediario para la reiniciación de la transcripción y la 
migración de los genes a fábricas transcripcionales, donde se concentran los factores 
transcripcionales y la ARN Polimerasa II (Figura 1.9). 
 
Figura 1.9: GATA1 y el heterodímero de TAL1-E2A se unen a sus secuencias blanco en ADN, separadas 
por una secuencia espaciadora de 7-9 nts, en el LCR y en los promotores de los genes del cluster. LMO2 
actúa como puente, asociando a GATA1 y al heterodímero y, por medio de su dominio LIM, interactúa 
también con LDB1. LDB1 es capaz de dimerizar y multimerizar mediante su dominio N-ter, permitiendo 
la acercar los complejos montados en las distintas secuencias regulatorias. A partir de estas plataformas, 
GATA1 y TAL1 son capaces de reclutar proteínas remodeladoras de la cromatina y otros factores 
transcripcionales, permitiendo la formación del PIC y una transcripción eficiente por parte de la ARN 
Polimerasa II. 
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En el cluster de β-globina se dan 2 eventos de switch (eventos de "apagado" y "prendido" de 
genes) durante el desarrollo. Existe una expresión secuencial de los genes del cluster, que 
comienza por el gen HBE1 en el período embrionario. En el primer switch, alrededor de las 
semanas 6-8 de gestación, se silencia la expresión de HBE1 y se estimula la transcripción de los 
genes HBG2 y HBG1. El segundo switch, comienza alrededor de la semana 32 de gestación y se 
completa en el período perinatal y consiste en el silenciamiento de los genes que codifican para 
las cadenas de γ-globina y la activación de los genes HBD y HBB (Figura 1.7). 
En el período embrionario, el LCR dirige la activación de HBE1, el gen ubicado más próximo. 
Se cree que existe una activación de este gen por mecanismo de tracking, además de la 
formación del bucle: desde el LCR se reclutarían las enzimas remodeladoras de la cromatina y 
actuaría como plataforma de montaje del PIC, transmitiendo la activación a través de la 
cromatina por medio de la ARN Polimerasa II. 
Es notable que el silenciamiento de este gen no se da por competencia con otros genes por el 
LCR, sino que es autónoma: depende de la interacción de factores represores con una secuencia 
silenciadora ubicada corriente arriba a HBE1, donde se encuentran sitios de unión superpuestos 
para GATA1 e YY1, que contribuyen al "apagado", y 2 motivos de repeticiones directas 
invertidas símil DR1 a las que se unen el complejo DRED, formado por TR2 y TR4 y COUP-
TFII (Raich y col. 2005; Sankaran y col. 2010). Por último, la metilación del gen juega un rol 
importante en el mantenimiento de su silenciamiento, y se encontraría mediada indirectamente 
por MDB2, que se une a citosinas metiladas por fuera del gen y reclutaría otras proteínas 
efectoras (Rupon y col. 2011), posiblemente DNMT1. 
En paralelo al "apagado" de HBE1, se produce el "encendido" de los genes que codifican para las 
cadenas de γ-globina, que, por un lado, se encuentran libres de la competencia de HBE1 por la 
activación por el LCR, y por otra parte, presentan unión de factores transactivadores específicos 
del período fetal en las regiones promotoras, que estimulan su transcripción. Para la expresión de 
estos genes sería esencial la actividad de factores Krüper-like (aparentemente FKLF2 sería el 
efector). Por otra parte, también estaría involucrada en la activación de HBG2 y HBG1 la unión 
de la Stage Selector Protein (SSP), (compuesta por el factor ubicuo CP2 y el factor eritroide-
específico NF-E4), al Stage Selector Element (SSE) en el promotor de estos genes. 
Es interesante que sólo algunos primates del viejo mundo adquirieron expresión diferencial de 
genes en período embrionario y fetal (Stamatoyannopoulos 2005). Asimismo, junto con el 
reclutamiento de patrón de expresión fetal de los genes de γ-globina durante la evolución de los 
primates, los promotores de estos genes adquirieron una mayor concentración local de residuos 
CpG (5 CpG en las primeras 105 pb), ausentes en otros promotores del cluster. 
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Numerosos factores transcripcionales y complejos multiproteicos cooperan en el silenciamiento 
de los genes de γ-globina, alterando la estructura de la cromatina y metilando los mismos, entre 
ellos el complejo DRED-COUP-TFII, el complejo NuRD, que contiene desacetilasas de histonas 
y es reclutado mediante la interacción de GATA1 con FOG1;  PRMT5, DNMT3A, responsable 
de la metilación de estos genes (Saunthararajah y col. 2014) y FOP1, una proteína asociada a 
cromatina, que ejercería este efecto al regular los niveles de SOX6. 
La región intergénica  de HBG1 y HBD, es necesaria para el silenciamiento de los genes fetales: 
contiene un tracto polipirimidina de 250 pb al que se une por medio de IKAROS el complejo 
PYR (que nuclea a componentes de los complejos NuRD y SWI/SNF), y sitios de unión para 
BCL11A. 
El rol de esta proteína de dedo de zinc tipo C2H2 (asociada previamente a la patogenia de 
linfomas)  en la atenuación de la expresión de los genes de γ-globina se descubrió recientemente, 
a partir de estudios de Genome Wide Association (GWAS) que asociaron polimorfismos en este 
gen con niveles aumentados de Hb F tanto en población normal como en pacientes con distintas 
hemoglobinopatías.  
El gen BCL11A mapea en 2p16.1; su principal inductor es KLF1, comienza a expresarse en 
eritrocitos definitivos y en el momento del segundo switch del cluster de β-globina se expresan 
principalmente dos isoformas que difieren en el uso del exón 3' terminal: L y XL, siendo esta 
última la más abundante y la que ocupa mayormente el cluster de β-globina. BCL11A se une 
tanto a la región intergénica como al LCR, promoviendo interacciones de largo alcance entre el 
locus regulatorio y el gen HBB, excluyendo a los genes de γ-globina. Participa además en el 
silenciamiento de estos genes mediante el reclutamiento de distintos factores: es capaz de 
asociarse con SOX6, que se une a los promotores de los genes HBG e induce curvaturas en la 
cromatina, reorganizando la estructura local y los factores de transcripción asociados al ADN. A 
su vez, BCL11A puede interactuar con FOG1, con el complejo NuRD (que además de 
interactuar con GATA1/FOG1, actúa en conjunto con MBD2), con IKAROS, con componentes 
del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, con EZH2 del complejo Polycomb, con 
otros complejos co-represores como NCoR/SMRT, BCOR, el complejo desacetilasa SIN3, el 
complejo demetilasa de histonas LSD1/CoREST y con la ADN metil-transferasa DNMT1, 
implicada en el mantenimiento del silenciamiento de estos genes (Xu y col. 2013). 
Mediante estudios de GWAS, también se encontraron variantes de secuencia asociadas a un 
silenciamiento inefectivo de los genes fetales en la región intergénica de los genes HBS1L y 
MYB, en el cromosoma 6q23.3. Distintas pruebas afirmarían que, en esta región, se encontrarían 
secuencias regulatorias de la expresión de MYB, un factor esencial hematopoyético que actúa 
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como regulador maestro, ajustando la cinética de maduración eritroide: cumple un rol crítico en 
la coordinación de la expresión de los genes de globina, la regulación del ciclo celular y la 
diferenciación. Se expresa en altos niveles en células inmaduras en proliferación y sus niveles 
disminuyen a medida que avanza la diferenciación de la célula eritroide. Se halló al menos un 
mecanismo regulatorio postranscripcional de su expresión: su ARNm es blanco de los micro-
ARNs miR-15a y miR-16a (Sankaran y col. 2011). Estudios demostraron que MYB regula 
positivamente a KLF1, el cual a su vez estimula la expresión de BCL11A y los factores KLF3 y 
KLF8, todo ellos implicados en el silenciamiento de HBG2 y HBG1. También influiría en el 
silenciamiento de γ-globina como regulador upstream de TR2 y TR4, los componentes del 
DRED. A su vez, se postuló una acción cooperativa de MYB con DNMT1 en el silenciamiento 
de HBE1 (Roosjen y col. 2014).  
A medida que se atenúa la expresión de los genes HBG en el período perinatal, aumentan los 
niveles de transcripción de HBD y, principalmente de HBB, que hasta ese momento del 
desarrollo se encontraban silenciados por metilación de sus promotores y por la competencia por 
la función de apertura de la cromatina por parte de los genes del cluster ubicados corriente 
arriba. El factor KLF1 es esencial para la activación de HBB: estimula la transcripción de 
BCL11A contribuyendo al silenciamiento de los genes de expresión fetal, estabiliza el loop entre 
el LCR y el promotor HBB, y ejerce un rol fundamental en la traslocación del gen HBB a las 
fábricas transcripcionales y recluta, mediante su interacción con BRG1 al complejo remodelador 
de la cromatina E-RC1, relacionado al complejo SWI/SNF, que produce la apertura de la 
cromatina en el promotor del gen. Para poder ejercer estas acciones, el factor KLF1 debe haber 
sufrido transactivación por acetilación en la lisina 288 (Sengupta y col. 2008). NF-E2, un 
heterodímero constituido por los factores p18 (ubicuo) y p45 (eritroide-específico) se une a 
secuencias blanco en el LCR en los distintos estadios, pero en el caso del gen HBB también se 
une al promotor e interviene en la transferencia eficiente del ARN Polimerasa II desde al LCR al 
promotor. Otras proteínas asociadas a modificaciones epigenéticas resultan fundamentales para 
la activación del gen HBB, como UTX, las acetiltransferasas de histonas PCAF (P300/CBP-
associated factor) y GCN5; y la metilasa de histonas PRMT1 (Protein arginine N-
methyltransferase 1). 
 
4.5.2 Modificaciones epigenéticas en el cluster de β-globina durante la ontogenia 
El LCR orquesta el reclutamiento de factores de transcripción y co-factores, así como de enzimas 
remodeladoras de la cromatina, contribuyendo a la expresión de los genes, en las distintas etapas 
del desarrollo y de forma tejido-específica. 
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-Metilación del ADN: 
 Células no eritroides: regiones promotores de los genes del cluster se encuentran 
metilados. 
 Células eritroides: se observa hipometilación de los promotores solamente en dominios 
implicados en transcripción activa. 
-Modificaciones de histonas: 
 LCR: En células no eritroides y antes de comenzar la transcripción de los genes del cluster en 
células eritroides, las histonas asociadas presentan marcas represivas, como las metilaciones 
H3K9me2, H3K36me2 y H3K27me2. Cuando empiezan a expresarse los genes tipo β-
globina, son reemplazadas por marcas de activación como las acetilaciones H3K9Ac, 
H3K36Ac y H3K27Ac, que se mantienen durante los distintos estadios del desarrollo. Esta 
región también presenta un patrón de modificaciones propio de regiones enhancers, 
caracterizado por altos niveles de H3K4me1 y bajos de H3K4me3. 
 HBE1: No existen muchas descripciones de las modificaciones presentes en este gen cuando 
se encuentra activo. Cuando se silencia, se encuentra la marca represiva H3K9me2 y están 
deplecionadas marcas características de activación, como la acetilación de la H3 y H3K4me3.  
 HBG2 y HBG1: Durante la transcripción de estos genes, se encuentran marcas como la 
acetilación de H3 (K9 y K27), H3K4me2 y H3K4me3. Cuando los genes son silenciados, se 
observa, al igual que en HBE1, presencia de H3K9me2 y pérdida de las marcas de activación 
(Saunthararajah y col. 2014). 
 HBB: En la activación de este gen se ve involucrada la metilación asimétrica de H4R3 por 
PRMT1, que promueve la adquisición de otras marcas activantes como H3K9Ac y H3K14Ac 
(Li y col. 2010). También se observó la marca H3K4me3 (Saunthararajah y col. 2014). 
 
4.6 Cluster de α-globina 
Los genes que codifican las cadenas tipo α-globina, son pequeños y se organizan como una 
familia multigénica. Este cluster se ubica en 16p13.3, en la región subtelomérica y junto con su 
región regulatoria distal, se encuentra altamente conservado en vertebrados.  
El segmento de 40 kb de ADN que abarca a los genes de esta familia, pertenece a un gran 
isocoro de más de 200 pb rico en GC (con un contenido promedio del 54%), que presenta una 
alta densidad de  repeticiones Alu, y varios VNTRs, islas CpG y alta densidad génica.  
La familia de genes de α-globina humana contiene 3 genes que producen polipéptidos de 141 
aminoácidos (Figura 1.5): HBZ, HBA2 y HBA1. Asimismo, presenta 2 genes que son 
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transcriptos pero cuyos productos de traducción no fueron detectados en humanos (HBM y 
HBQ1) y 2 pseudogenes (HBZP y HBAP1). El orden en que se encuentran los miembros de esta 
familia génica es, en dirección 5' a 3', HBZ-HBZP-HBM-HBAP1-HBA2-HBA1-HBQ1 (Figura 
1.7).  
El gen ancestral de α-globina sufrió duplicaciones que dieron lugar, sucesivamente a  HBZ, 
HBQ1 y a los genes HBA2 y HBA1 hace 1300 millones, 260 millones y 52-72 millones de años, 
respectivamente.  
Los genes HBA2 y HBA1 estuvieron sujetos a eventos de conversión génica, que llevaron a una 
homogeneización de sus secuencias, desde regiones regulatorias ubicadas 5' al inicio de los 
genes, hasta el intrón 2. Estos eventos no continúan hacia la región 3' de los genes debido a la 
presencia de un octanucleótido presente en el intrón 2 de HBA1 y ausente en HBA2, que 
representa una barrera para la conversión génica. Consecuentemente, las mayores diferencias 
entre ambos genes se observan en las regiones 3' UTR (Patrinos y Antonarakis 2010). En la 
Figura 1.10 se esquematiza la alta identidad de secuencia entre los genes HBA2 y HBA1, que 
comparten la misma secuencia codificante y se señalan las diferencias entre ambos: el tamaño de 
la región 5' UTR (de acuerdo a las Secuencias de Referencia), variantes en el intrón 2 (en la 
posición c.300+55, en HBA2, la Secuencia de Referencia presenta una timina, mientras que en 
HBA1 existe una guanina y en c.301-24, en HBA2 se determinó la presencia de una timina, 
mientras que en HBA1 se halla presente el octanucleótido 5'-CTCGGCCC-3') y es en la región 3' 
UTR donde se registra la mayor diferencia entre ambos genes HBA. 
 
 
Figura 1.10: Esquema comparativo de las secuencias de los genes HBA2 y HBA1. Los mismos varían en 
el tamaño de la región 5' UTR, presentan diferencias en dos posiciones en el intrón 2 y difieren 
significativamente en la región 3' UTR.  
 
 Al igual que los genes del cluster de β-globina, los genes de esta familia que se expresan durante 
la ontogenia se encuentran sujetos a regulación por elementos en cis distales y proximales y para 
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que se alcance la expresión tejido-específica en altos niveles son necesarias  interacciones de 
largo alcance entre secuencias distales regulatorias y los promotores.  
Los promotores proximales se extienden 150 pb a partir del sitio de comienzo de la transcripción 
y contienen variantes de elementos canónicos, como la caja TATA (que presenta la versión 
CATAAA) y el elemento CCAAT extendido (CCAGCCAATGAGC), así como elementos ricos 
en G (GGGCGTGCCC), capaces de unir factores de la familia Sp-XKLF y sitios de unión a 
GATA (Higgs y col. 2008). El promotor del gen HBZ, contiene además el elemento CACCC 
(Patrinos y Antonarakis 2010). 
A partir de los genes HBQ1 y HBM (hasta el año 2004 se consideraba a este último un 
pseudogen -ψα2-) se transcriben ARNm que contienen marcos abiertos de lectura sin disrupción 
que codifican para polipéptidos de 141 aminoácidos, incluyendo la metionina inicial.  
La expresión de ambos genes se encuentra regulada durante el desarrollo: mientras que la 
expresión de HBM sigue un patrón similar a la de los genes HBG2 y HBG1, expresándose 
predominantemente en el período fetal (Goh y col. 2005), el gen HBQ1 se expresa en paralelo a 
los genes HBA2 y HBA1, activándose en las semanas 5 a 8 de gestación (Albitar y col. 1992). 
A pesar de presentar los distintos elementos que habilitarían la traducción de los ARNm, en 
humanos no se han detectado los productos proteicos de estos genes.  
Los elementos distales están muy conservados evolutivamente, razón por la cual se los conoce 
como MCS (Multispecies Conserved Sequences) o MRE (Major Regulatory Element), por su rol 
en la transcripción del cluster. Se describieron cuatro elementos MCS (-R1 a -R4), que se 
corresponden con sitios de hipersensibilidad a DNasaI en células eritroides. En humanos se 
ubican 10 (HS-10), 33 (HS-33),40 (HS-40) y 48 (HS-48) kb corriente arriba de los genes del 
cluster de α-globina, en intrones del gen NPRL3 (C16orf35) (Coelho y col. 2010). Aunque 
aparentemente la integridad de todos los elementos sería necesaria para la transcripción, el MCS-
R2 (HS-40)  es el único de los elementos regulatorios distales con verdadera capacidad de 
enhancer y es el que presenta la mayor conservación interespecies. El mismo contiene 4 sitios 
potenciales de unión de GATA-1, 4 cajas CACC y 2 sitios de unión para NF-E2/AP1 (Ribeiro y 
Sonati 2008). 
 
4.6.1 Regulación de la expresión y evento de switch en el cluster de α-globina 
Al igual que ocurre en el cluster de β-globina, existe una regulación de la expresión de esta 
familia génica durante la diferenciación de la serie roja y un control sobre los genes del cluster 
expresados durante el desarrollo del individuo. 
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La expresión de los genes tipo α-globina comienza a ser detectable en proeritroblastos (aunque el 
máximo de expresión ocurre en eritroblastos intermedios) y depende de cambios en la cromatina 
en las regiones regulatorias distales y proximales, que comienzan en las células multipotentes 
hematopoyéticas. 
A pesar que el locus de α-globina humano se ubica en una región de genes housekeeping, 
asociado a una isla CpG que se encuentra demetilada constitutivamente en los distintos tejidos, 
requiere del MCS-R2 para su expresión. La isla CpG en células no eritroides recluta el complejo 
represivo Polycomb 2 (PRC2), que imprime la marca H3K27me3 en la cromatina. En los 
progenitores eritroides,  MCS-R2 es capaz de reclutar la demetilasa JMJD3 que remueve esta 
marca represiva (Vernimmen 2014). 
En las HSCs, el MCS-R2 es preparado para una eventual expresión de los genes del cluster: se 
une GATA2 y compone el complejo pentamérico con TAL1/E2A/LMO2/LDB1 y también se 
une el heterodímero NF-E2. 
En proeritroblastos, se produce el switch de GATA2 a GATA1, facilitado por FOG1 (Anguita y 
col. 2004). También comienza el reclutamiento de factores transcripcionales a MCS-R1 y -R4. 
Por otra parte, comienza a observarse "activación en los promotores": la región adquiere 
hipersensibilidad a DNasaI al encontrarse libre de nucleosomas y comienzan a producirse 
modificaciones postraduccionales asociadas a activación transcripcional en histonas asociadas 
tanto a los promotores como a la región enhancer. La activación del cluster se da, 
principalmente, por la acetilación de H4 y H3. MCS-R2 adquiere también marcas epigenéticas 
características de regiones enhancers (como H3K4me1) y los promotores de los genes, altos 
niveles de H3K4me2 y H3K4me3 (Higgs y col. 2008). 
A medida que progresa la diferenciación del eritrocito, se unen factores transcripcionales al 
MCS-R3 y en los promotores, NF-Y se une a la caja CCAAT extendida. 
El reclutamiento del PIC ocurre en etapas tardías de la maduración y requiere, en primera 
instancia, de la unión de proteínas miembros de la familia Sp-XKLF al MCS-R2, y finalmente, al 
promotor. La maquinaria transcripcional sería reclutada mediante estos factores a las regiones 
regulatorias distales y, mediante looping o formación de un bucle, el PIC sería transferido a los 
promotores (Ribeiro y Sonati 2008). 
ATRX es otro factor, miembro de la familia SWI/SNF, involucrado en la expresión de los genes 
del cluster. Esta proteína (codificada en el cromosoma X) se une a secuencias repetitivas del 
ADN (principalmente a heterocromatina, ADN ribosómico, telómeros y a cuerpos nucleares 
PML). Posee 2 blancos en la región subtelómerica del cromosoma 16 en células eritroides: el gen 
NME4 y el cluster de α-globina. Aunque no está completamente esclarecido el mecanismo por el 
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cual regularía la expresión de los genes de globina, se postula que este factor transcripcional 
reconocería estructuras inusuales del ADN en las repeticiones en tándem y alteraría su 
conformación, lo que facilitaría la incorporación a la cromatina de la H3.3 (Law y col. 2010). 
Al igual que en el cluster de β-globina, en el de α-globina, existe una activación secuencial de 
los genes del cluster, pero, en el último, existe un único evento de "encendido y apagado" de 
expresión génica. 
HBZ es el primer gen expresado, en la célula eritroide embrionaria.  Sólo es necesaria la 
integridad del elemento CCAAT y la caja TATA a 678 pb corriente arriba del sitio de inicio de 
la transcripción para que se exprese (Tang y col. 2006), aunque para alcanzar niveles adecuados, 
es importante la secuencia de la región regulatoria entre las posiciones -220 y -279 (sitio blanco 
del factor de transcripción Sp1) (Hua-bing y col. 2002). 
El silenciamiento de este gen es autónomo y tiene 2 componentes: por un lado, se atenuaría su 
expresión al producirse la interacción de un elemento silenciador en la región flanqueante 3' al 
gen con la región promotora. Este elemento de 108 pb se ubica a 1,2 kb del extremo 3' del gen y 
contiene un sitio de unión de NF-κB, que sería crucial para el "apagado". En la región 
promotora, un motivo ZF2 sería el elemento en cis que contribuiría al silenciamiento, y el factor 
RREB1, al unirse a este motivo, mediaría la represión transcripcional (Chen y col. 2010). 
Por otra parte, se describió un mecanismo de silenciamiento postrancripcional: la región 3' UTR  
confiere menos estabilidad al ARNm que la que posee el ARNm de los genes HBA2 y HBA1, por 
lo que su vida media es menor. En consecuencia, el silenciamiento de HBZ se completa por el 
rápido recambio (turnover) de la transcripción residual (Liebhaber y Russell 2008). La región 3' 
UTR de los transcriptos de los genes que se expresan a partir de la vida fetal, cuentan con un 
tracto rico en citocinas  al que se unen proteínas de la familia αCP. La unión de estas proteínas 
confiere protección frente a la degradación por riboendonucleasas, ya que el sitio de clivaje de 
estas enzimas permanece inaccesible al encontrarse unidas las αCP. Asimismo, son capaces de 
interactuar con PABP, que se une a la cola poli(A), aumentando la afinidad de esta unión e 
incrementando así la protección frente a deanilasas (Waggoner y Liebhaber 2003).  El ARNm de 
HBZ posee una sustitución C>G dentro del tracto poli(C), crucial para la unión de este complejo 
proteico, por lo que le confiere menos afinidad por el mismo. En consecuencia, al estar presentes 
los ARNm del gen embrionario y los genes de α-globina, los últimos son capaces de ensamblar 
el complejo protector más eficientemente, confiriendo una mayor estabilidad. 
Por otra parte, en el evento del switch, es necesario el encendido de los genes HBA2 y HBA1. Se 
hipotetizó que este evento estaría dado por la unión al MCS-R2 de distintas proteínas en el 
período embrionario y el fetal (como AP1 y NF-E2), que activarían selectivamente los distintos 
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genes del cluster. De hecho, la unión de NF-E2 al enhancer no sólo estaría implicado en la 
activación de los genes de α-globina, sino que regularía negativamente la activación de HBZ por 
parte del MCS-R2 (Chen y col. 2010). 
A pesar que ambos genes HBA se expresan a partir de secuencias promotoras de alta homología 
y codifican para proteínas idénticas, HBA2 se expresa 2-3 veces más que HBA1 (Voon y Vadolas 
2008). La hipótesis más aceptada para explicar esta diferencia sería la polaridad en la activación 
del cluster por parte del enhancer: el gen más cercano es el que se expresa en mayor nivel 
(Higgs y col. 2008). 
 
5. Alteraciones genéticas relacionadas a la síntesis de hemoglobina 
Los desórdenes hereditarios que comprometen la síntesis de la Hb, representan el grupo más 
común de alteraciones genéticas que afectan una sola copia de un gen: se estima que nacen más 
de 350.000 afectados por año (Giordano y col. 2014), y que al menos el 5,2% de la población 
mundial es portadora de alguna variante de importancia clínica. Las hemoglobinopatías 
representan, además el 3,4% de las muertes en niños menores de 5 años (Modell y Darlison 
2008). Al día de hoy hay más de 1.500  variantes de secuencia reportadas en las base de datos 
"Hb Var database" (Patrinos y col. 2004) e "Ithanet" (Kountouris y col. 2014) que se asocian a 
este grupo de síndromes. Desde el punto de vista de la calidad y cantidad de Hb sintetizada como 
consecuencia de estos cambios, los desórdenes resultantes, a grandes rasgos, pueden dividirse en 
3 grupos:  
•Hemoglobinopatías estructurales: son  defectos cualitativos que resultan en la producción de 
cadenas de globina estructuralmente anómalas. Hay descriptas  más de 1.100 variantes, no 
obstante, no todas tienen repercusión clínica. La Hb S (HBB:c.20A>T) es la más frecuente a 
nivel global. 
•Talasemias: se caracterizan por una menor producción de alguna de las subunidades que 
conforman la Hb y, en consecuencia, un exceso relativo de la subunidad restante, que se sintetiza 
normalmente. Las formas clínicamente relevantes se clasifican en α o β-talasemias (tal), 
dependiendo del gen afectado. Hay descriptas más de 430 variantes cuyo resultado es una 
disminución en la síntesis de cadenas en alelos que portan la mutación. 
•Hemoglobinopatías talasémicas: como efecto de estas mutaciones se sintetizan cadenas de 
globinas estructuralmente anómalas y en cantidad inferior a la normal. Este grupo abarca 
variantes que presentan bases moleculares heterogéneas y en función del efecto que prevalece en 
los distintos fenotipos clínicos, muchas veces se incluyen dentro de las categorías anteriores.  
Las variantes pueden tener los siguientes efectos: 
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- cadenas de globina en las que, además de ser estructuralmente anómalas, el cambio de una base 
activa sitios crípticos de splicing, como la Hb E 
- presencia de una mutación antisentido que puede determinar la síntesis de una cadena de 
globina elongada y, además, la desestabilización del ARNm (como la Hb Constant Spring) 
- mutaciones que alteran la estructura secundaria de las cadenas de globina, provocando su 
desestabilización sin que puedan formar dímeros de globina 
- proteínas de fusión, como las Hb Lepore, producto de deleciones que remueven el extremo 3’ 
de HBD y el extremo 5’ de HBB. Existen 3 variantes estructurales dependiendo del punto de 
ruptura de la deleción: Hb Lepore-Boston-Washington, Hb Lepore-Baltimore y Hb Lepore-
Hollandia.  
Existen también síndromes de sobreexpresión, como la persistencia hereditaria de Hb fetal o 
alelos con copias extra de genes HBA, que por sí mismos no presentan efectos dañinos para los 
portadores, pero sí son capaces de modular el curso clínico cuando se asocian a otras 
hemoglobinopatías. 
La alta prevalencia y la distribución geográfica de los portadores de algunas variantes 
estructurales y talasemias (principalmente en regiones tropicales y subtropicales), pueden 
atribuirse a distintas causas. Se postula que la malaria ejerció una presión de selección positiva 
sobre las mutaciones que afectan la síntesis de Hb, ya que las mismas, por distintos mecanismos, 
son capaces de ejercer protección frente a la infección por distintas especies de Plasmodium o a 
las complicaciones de la enfermedad (Giordano y col. 2014). Otras causas serían:  
-alta frecuencia de matrimonios co-sanguíneos en muchas de las regiones de alta prevalencia, lo 
que contribuye tanto a la propagación de las variantes como al nacimiento de individuos 
afectados 
-el efecto fundador, que explicaría la altísima frecuencia de ciertas mutaciones en poblaciones en 
algunas islas del Océano Pacífico  
-la transición epidemiológica: al mejorar la salud pública y los estándares nutricionales más 
niños que padecen estos síndromes, viven el tiempo suficiente para ser diagnosticados y tratados 
(Williams y Weatherall 2012).  
Aunque las hemoglobinopatías se observan con frecuencias particularmente altas en regiones 
tropicales, se han distribuido a todo el mundo gracias a las migraciones. Por ejemplo, la 
presencia de Hb S es bastante común en algunas islas del Caribe y en algunas partes de Estados 
Unidos. Lo interesante es que no existe registro de hemoglobinopatías en la América pre-
colombina, probablemente porque estos alelos no se habían fijado en Asia antes de producirse la 
migración a través del estrecho de Bering (Weatherall 2010). 
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Debido a la alta incidencia y severidad de las patologías, varios países de la región endémica de 
la cuenca del Mediterráneo (Italia, Grecia, Francia, Chipre, Israel, Turquía y Egipto) 
desarrollaron programas de detección de portadores y prevención primaria de talasemia mayor, 
logrando reducir sustancialmente la frecuencia de esta enfermedad. Otros países, comenzaron a 
implementar screening neonatal de talasemias y de síndromes drepanocíticos. Estas acciones 
provocaron que la historia epidemiológica de estas patologías esté cambiando dramáticamente, 
con portadores distribuidos en todo el mundo y un mayor número de nacimientos de afectados en 
regiones no-endémicas que en países mediterráneos, en muchos casos debido a la falta de 
prevención primaria, que no se encuentra debidamente implementada o accesible en el sistema 
de salud de los países receptores. (Giordano y col. 2014). 
 
5.1 Hemoglobinopatías estructurales 
Distintas mutaciones pueden producir Hbs estructuralmente anómalas. La causa molecular más 
frecuente es por mutaciones con cambio de sentido que producen la sustitución de un único 
aminoácido. No obstante, pueden estar involucrados otras mutaciones, como sustitución de más 
de un aminoácido, pequeñas deleciones que no alteran el marco de lectura, codones anti-sentido 
o alteraciones en el procesamiento postraduccional (Thom y col. 2013).  
Se han descripto casi 1.200 variantes, pero sólo unas pocas tienen repercusión clínica. La 
mayoría, se deben a mutaciones en el gen HBB, aunque se han descripto variantes que afectan las 
cadenas de α, δ y γ-globina. 
En general, sustituciones en el exterior de la molécula perturban menos la estructura que aquellas 
que ocurren en el interior de la cadena o cercanas a los puntos de inserción del grupo hemo 
(Patrinos y Antonarakis 2010). Algunas variantes producen un efecto leve por sí mismas, pero 
pueden afectar el fenotipo al asociarse con una variante estructural o talasémica.  
Los fenotipos clínicos asociados a las variantes estructurales de las cadenas de α- y β-globina se 
pueden clasificar en 5 grupos distintos: 
 Síndromes falciformes o por alteraciones en la polimerización 
 Hbs inestables 
 Variantes con afinidad aumentada por el O2 
 Variantes con afinidad disminuida por el O2 
 Meta-hemoglobinemias atribuibles a Hb M 
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De todas las variantes descriptas, sólo un pequeño porcentaje son prevalentes en regiones 
geográficas específicas y el resto suele detectarse esporádicamente. Las variantes más frecuentes 
son Hb S (HBB:c.20A>T), Hb C (HBB:c.19G>A) y Hb E (HBB:c.79G>A) (técnicamente una 
hemoglobinopatía talasémica); éstas impiden o dificultan la invasión del glóbulo rojo por P. 
falciparum y su crecimiento (Forget y Bunn 2013), y presentan altas frecuencias en regiones 
geográficas definidas. Tanto la Hb C como la Hb E en homocigosis presentan fenotipos 
clínicamente leves, pero si se asocian con Hb S (y en el caso de Hb E, con mutaciones β-tal) dan 
lugar a formas severas, que se detallarán más adelante. 
Si los cambios en la estructura se acompañan de alteraciones en la carga de la molécula, las 
variantes tienen el potencial de ser detectadas mediante electroforesis de Hb. 
 
5.1.1 Síndromes falciformes 
Del 5,2% de la población mundial que es portadora una hemoglobinopatía con repercusión 
clínica, el 40% son portadores de Hb S (Modell y Darlison 2008).  
Esta variante se encuentra en todo África, principalmente en África ecuatorial, donde alcanza 
localmente frecuencias de hasta el 40% (Forget y Bunn 2013). También se encuentra en alta 
frecuencia en  medio oriente, especialmente en Arabia Saudita, en la región central de India 
(Serjeant 2013) y en la comunidad Afro-americana de Estados Unidos, Caribe y Brasil, donde se 
introdujo a partir del tráfico de esclavos. La mutación se encontró en cis con 5 contextos 
genómicos (haplotipos) distintos (Benin, Bantu, Senegal, Camerún y Árabe/Indio), lo que 
reforzaría la hipótesis de que la mutación ocurrió de manera independiente más de una vez 
(Forget y Bunn 2013). La transversión HBB:c.20T>A, provoca la sustitución de ácido glutámico 
por valina, en el codón 6 de la β-globina madura. Este alteración afecta la solubilidad y la 
cristalización de la Hb en condiciones hipóxicas (Patrinos y Antonarakis 2010). 
En pacientes heterocigotas, la Hb S no alcanza una concentración suficiente para resultar nociva 
(aunque pueden sufrir daño vascular en la médula renal y presentan mayor riesgo de embolia 
pulmonar y muerte súbita) (Serjeant 2013). Sin embargo, en homocigosis o en doble 
heterocigosis con ciertas hemoglobinopatías estructurales o mutaciones β-tal, da lugar a un 
conjunto de síndromes drepanocíticos: en hipoxia, la Hb S polimeriza formando filamentos de 
alto peso molecular, que a su vez, se asocian entre sí formando fibras que distorsionan la 
membrana del eritrocito y alteran la estructura de disco bicóncavo a forma de hoz (falciforme). 
Esta reacción de polimerización y alteración de la forma del eritrocito se conoce como sickling y 
es reversible en presencia de O2. No obstante, el sickling acarrea, principalmente, 2 
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consecuencias fisiopatológicas: ciclos repetidos de polimerización/despolimerización dañan la 
membrana, lo que lleva a anormalidades en la permeabilidad y deshidratación celular, que causa 
la destrucción prematura de los eritrocitos y, consecuentemente, anemia hemolítica crónica; por 
otra parte, las células falciformes rígidas aumentan la viscosidad sanguínea y obstruyen el flujo 
normal en los capilares, causando hipoxia en distintos tejidos que, si se prolonga, puede llevar a 
la muerte celular con la consiguiente necrosis o infarto del tejido y acumulación de daño 
progresivo en distintos órganos. 
Estos síndromes son resultado de las complicaciones por eventos vaso-oclusivos, de la anemia 
hemolítica y de impedimentos del sistema inmunológico (Roseff 2008). Los afectados son 
propensos a sufrir dactilitis, síndrome de pecho agudo, septicemia, secuestro esplénico, así como 
hiperesplenismo, accidentes cerebro-vasculares, crisis de dolor que afectan tejidos blandos y 
huesos, ulceración de piernas, priapismo, retraso en el crecimiento, fibrosis pulmonar y fallas 
cardíacas y renales.  
La severdidad clínica de los distintos síndromes drepanocíticos correlaciona directamente con la 
concentración de Hb S en el eritrocito (Forget y Bunn 2013). Además de mutaciones β-tal, las 
variantes que, en co-existencia con la Hb S, se vieron implicadas en estos síndromes fueron Hb 
C, Hb E, Hb D-Punjab y Hb O-Arab. Las bases moleculares de estas variantes se encuentran 
resumidas en la Tabla 1.I. Todas estas variantes, a pesar de ser consecuencia de distintas 
mutaciones, presentan una característica común: la molécula resultante es más positiva y, por 
ende, las cadenas de α-globina se unen a ellas con menor afinidad que a las cadenas de β-globina 
wild-type. En consecuencia, cuando en un alelo se encuentra presenta la mutación que da lugar a 
la Hb S y en el otro, alguna de estas variantes, la concentración de Hb S es mayor que en un 
portador, en el que las cadenas de β-globina limitan la formación de tetrámeros que incluyan las 
cadenas de βS-globina. Esto provoca que los dobles heterocigotas presenten fenotipos 
clínicamente relevantes. 
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Variante Cambio en ADN Cambio en Proteína Observaciones 
Hb S HBB:c.20A>T 
p.E6V 
β 6(A3) Glu>Val 
 
Se detecta principalmente en África 
ecuatorial, medio oriente, región central 
de India y en comunidades Afro-
americanas. 
Hb E HBB:c.79G>A 
p.E26K 
β 26(B8) Glu>Lis 
Hemoglobinopatía tal: se sintetiza una 
proteína anómala, en bajos niveles: el 
cambio activa un sitio críptico de 
splicing entre los codones 25 y 27. 
Presenta frecuencias particularmente 
altas en el sudeste asiático, 
principalmente en Tailandia, Camboya y 
Laos (hasta el 70%). 
Hb C 
HBB:c.19G>A 
 
 
p.E6K 
β 6(A3) Glu>Lis 
Restringida principalmente a la costa 
oeste de África (en Ghana central y 
Burkina Faso presenta frecuencias 
mayores al 20%) y en las comunidades 
afro-americanas de Estados Unidos, 
Caribe y Brasil. 
Hb D-Punjab HBB:c.364G>C 
p.E121Q 
β 121(GH4) Glu>Gln 
Se encuentra primariamente en la región 
Punjab de Pakistán y el Norte de India. 
Hb O-Arab HBB:c.364G>A 
9.E121K 
β 121(GH4) Glu>Lis 
Se presenta más esporádicamente y se 
halló en pacientes afro-americanos y de 
origen balcánico. 
 
Tabla 1.I: Características de las variantes estructurales involucradas más frecuentemente en los 
síndormes falciformes, ordenadas según prevalencia a nivel mundial 
 
Los síndromes más severos involucran la Hb S en homocigosis y en combinación con 
mutaciones β-tal (β0) que anulan por completo la síntesis de cadenas normales que pueden 
formar Hb A. Mutaciones β-tal que permiten síntesis remanente de cadenas de β-globina (β+) dan 
lugar a fenotipos menos severos, que dependerán de la concentración de Hb A que pueda 
sintetizarse. (Serjeant 2013). Las combinaciones con Hb O-Arab y D-Punjab suelen presentar 
cursos clínicos más leves, comparativamente.  
La asociación con Hb C y Hb E presenta severidad intermedia respecto a las situaciones 
anteriores. La Hb C aumenta la concentración de Hb S por un mecanismo adicional: estimula la 
expulsión de potasio del eritrocito y su consecuente deshidratación, lo que incrementa la HCM y 
promueve la polimerización (Forget y Bunn 2013). 
Existen modificadores genéticos y ambientales que modulan el fenotipo de estos síndromes, lo 
que implica que pacientes que presentan el mismo genotipo de base, exhiban distintos fenotipos. 
El factor principal capaz de atenuar el curso clínico es la presencia de niveles aumentados de Hb 
F, dado que las cadenas de γ-globina no co-polimerizan con la Hb S. Por este motivo es que se 
afirma que la Hb F posee un efecto anti-sickling (Driss y col. 2009). De hecho, cuando la 
mutación HBB:c.20A>T aparece en el contexto de los haplotipos  del cluster de β-globina 
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Senegal y Árabe/Indio, que presentan mayores porcentajes de Hb F, los pacientes cursan con 
sintomatología más leve (Patrinos y Antonarakis 2010).  
Se observó que niveles aumentados de Hb F poseen efectos protectores en relación a la 
supervivencia de los pacientes, disminución de las crisis de dolor, osteonecrosis, retinopatía 
proliferativa, úlceras en las piernas, secuestro esplénico, el retraso en la menarca y disminución 
de la muerte en el período perinatal (Steinberg 2005). 
A raíz de estos hallazgos, por un lado, se profundizó la búsqueda de las bases moleculares 
involucradas en la regulación de la expresión de los genes HBG2 y HBG1 y, por otra parte, en 
función de los efectos que ejerce sobre los niveles de Hb F, se instituyó la administración de 
hidroxiurea como tratamiento en estos pacientes. Debido a que la respuesta al tratamiento no es 
la misma en todos los pacientes, existe un gran interés por conocer los factores genéticos que 
puedan ayudar a predecir la respuesta al tratamiento con este agente. 
En el 30% de los pacientes con drepanocitosis se observó la co-existencia de mutaciones α-tal. 
La disminución en la síntesis de cadenas de α-globina reduce la concentración de Hb S, y por 
ende, reduce su polimerización. En consecuencia, protege frente a la ocurrencia de eventos vaso-
oclusivos que son consecuencia de la hemólisis. Las complicaciones dependientes de la 
viscosidad sanguínea, en cambio, pueden ser prevalentes. (Driss y col. 2009).   
Se encuentran en estudio marcadores genéticos que estén asociados a protección o 
predisposición frente a las distintas complicaciones. Hasta el momento, distintos estudios 
señalaron loci responsables de las complicaciones, pero, de pocos, se pudo replicar los 
resultados. Polimorfismos en el promotor del gen UGT1A1 se asociaron a los niveles séricos de 
bilirrubina aumentados en distintas poblaciones y también se encontrarían asociados al riesgo de 
formación de cálculos biliares en pacientes con síndromes falciformes (Lettre 2012). 
 
5.1.2 Hemoglobinas inestables 
Se han descripto más de 130 variantes, la mayoría afectan las cadenas de β-globina. 
Los cambios más frecuentes son sustituciones o pequeñas deleciones que afectan el bolsillo 
donde se ubica el grupo hemo. La inestabilidad es causada generalmente por la disociación del 
grupo hemo de las cadenas de globina, que al desnaturalizarse, se depositan como cuerpos de 
Heinz, en la membrana y reducen la vida media del eritrocito (Patrinos y Antonarakis 2010; 
Forget y Bunn 2013). A pesar de su inestabilidad intrínseca, las cadenas son capaces de formar 
heterotetrámeros de globina que pueden mantenerse solubles durante la maduración del eritrocito 
y recién precipitan en el glóbulo rojo maduro (Weatherall 2001). 
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Las manifestaciones clínicas varían de acuerdo al grado de inestabilidad de la molécula mutada. 
Las formas más severas se presentan como anemias hemolíticas. 
 
5.1.3 Variantes con afinidad aumentada por el O2 
Para la correcta oxigenación de los tejidos, es necesario que le Hb pueda pasar de la 
conformación R, de alta afinidad por el O2, a la T, de baja afinidad. La transición se encuentra 
mediada por interacciones de la interface α1β2 y es modulada por protones (Efecto Bohr) y el 
2,3-BPG, que estimulan el pasaje a la forma T. 
Alteraciones en los aminoácidos involucrados en las interacciones (α42Y y β99D en la forma T; 
α94D y β102N en la forma R) que desestabilicen la forma T o tiendan a fijar la forma R, así 
como cambios en los aminoácidos sensibles a la regulación alostérica (por ejemplo β146H, que 
contribuye al efecto Bohr, al participar en la formación de puente salino con β94D y β82K, que 
interactúa con el 2,3-BPG) se traducen en un aumento de la afinidad por el O2 de las variantes 
resultantes (Patrinos y Antonarakis 2010; Thom y col 2013).  
Al disminuir la distribución periférica del O2, el organismo registra hipoxia, que intenta 
compensar mediante la síntesis incrementada y liberación de eritropoyetina, que resulta en 
eritrocitosis.  
Se registraron más de 90 variantes con afinidad incrementada por el O2. Más allá de un efecto 
cosmético (tez rojiza), no suelen tener grandes repercusiones clínicas. No obstante, es importante 
su diagnóstico para descartar otros cuadros. 
El diagnóstico de la presencia de estas variantes se establece por la demostración de un 
desplazamiento a la izquierda de la curva de asociación-disociación del O2 (Forget y Bunn 
2013), con disminución del valor de P50 (presión parcial de O2 necesaria para saturar la 
hemoglobina al 50%). Algunas de las variantes presentan patrones electroforéticos diferenciales, 
lo que permitiría confirmar que el desplazamiento se atribuye a la presencia de una variante de 
Hb y no, por ejemplo, a una deficiencia de 2,3-BPG. Sin embargo, el diagnóstico molecular es la 
única herramienta que permite conocer cuál es el defecto primario responsable de la alteración y 
cuál es la variante presente.   
 
5.1.4 Variantes con afinidad disminuida por el O2 
En las variantes con afinidad disminuida por el O2, el equilibrio entre las formas R y T de la Hb 
suele estar desplazado hacia la forma T. Como consecuencia, se encuentra disminuida la 
captación de O2 a nivel pulmonar. 
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Estas variantes se presentan en general con seudocianosis o cianosis, que no tiene importancia 
clínica pero que es importante confirmar  para poder descartar otras patologías (como 
alteraciones de la función pulmonar o cardiopatías), y suele asociarse con cuadros de anemia 
leve, ya que el aumento en la liberación periférica de O2 ejercería un efecto regulador sobre la 
liberación de eritropoyetina. Algunas variantes son además inestables, por lo que presentarían un 
cuadro de anemia hemolítica (Thom y col 2013). 
Generalmente, se encuentran alteraciones en aminoácidos involucrados en la interface α1β2, en 
particular en los que participan de la formación de un puente de hidrógeno que estabiliza la 
forma R. Se describieron 5 variantes que afectan el codón 102 de la cadena de β-globina, que 
codifica para asparagina en la cadena wild-type.  
Al igual que en las variantes que presentan mayor afinidad por el O2, la presencia de estas 
hemoglobinopatías estructurales puede demostrarse por una alteración en la P50 que, en estos 
casos, aumenta su valor. La identificación de la mutación responsable permite el diagnóstico 
diferencial entre las distintas variantes y la confirmación del cuadro.  
 
5.1.5 Meta-hemoglobinemia atribuible a Hb M 
Distintas causas pueden disparar la oxidación acelerada del Fe
2+
 a Fe
3+
: la exposición a drogas o 
toxinas oxidantes que sobrepasen la capacidad de los sistemas reductores del glóbulo rojo, 
alteraciones genéticas en enzimas del sistema meta-Hb reductasa o la presencia de variantes de 
Hb que, por el entorno electrostático, resultan incapaces de mantener el Fe en estado 
2+
.  
Hasta el momento se describieron 9 meta-Hbs, de las cuales, en 6, se produce el cambio la 
histidina proximal o distal de las cadenas de α-, β- y γ-gobina por tirosinas (Patrinos y 
Antonarakis 2010). La tirosina es capaz de coordinarse con el Fe
3+
 del hemo, disminuyendo la 
reactividad frente al sistema meta-Hb reductasa. Este efecto se acentúa más cuando la histidina 
proximal es la sustituida. La Hb con el ion Fe oxidado es intrínsecamente inestable y tiene 
tendencia a liberar el grupo hemo. La sustitución de la histidina proximal por tirosina, que tiene 
una cadena lateral más larga, provoca además un cambio conformacional en la molécula, que 
desplaza la hélice F y la aleja del grupo hemo. Esto determina la estabilización de la forma T y 
una disminución de la afinidad por el O2. 
Las 3 metaHbs restantes se deben a la sustitución en las cadenas de α-globina de la histidina 
proximal, pero por asparagina y en las cadenas de β- globina de 28L y 67V por metionina (M) y 
glutámico (E), respectivamente (Thom y col 2013).  
Todos los desórdenes que provocan estados de meta-hemoglobinemia cursan con 
pseudocianosis, que puede provocar una coloración de la piel azulada y, por el cambio en el 
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estado de oxidación del hierro, puede alterarse el color de la sangre y adquirir tonos amarronados 
o negruzcos.  No obstante, más allá de que los afectados pueden cursar con anemia leve, no 
presentan gran relevancia clínica (Forget y Bunn 2013). 
 
5.2 Talasemias 
Este grupo de síndromes se caracterizan por la presencia de alteraciones genéticas que 
determinan la síntesis disminuida o nula de las cadenas de globina. El término "talasemia" deriva 
del término griego "θαλασσα" (talassa = mar), asignado en función de la ascendencia 
mediterránea de muchos de los primeros portadores identificados (Patrinos y Antonarakis 2010). 
Al igual que otras hemoglobinopatías, también se extendieron en regiones afectadas por 
paludismo.  
Las talasemias pueden clasificarse adoptando distintos criterios; en función de la clínica 
presentada, se las distingue en: 
-formas severas transfusiones-dependientes  
-formas menores, con portadores clínicamente asintomáticos  
-formas de severidad intermedia.  
Otra clasificación toma en consideración la base molecular del cuadro, haciendo hincapié en qué 
cadenas se producen en menor cantidad. A pesar de que cualquiera de los genes de ambos 
clusters de globina puede verse afectado, sólo las alteraciones de los genes HBB y de HBA 
pueden conducir a formas clínicamente severas (Olivieri y Weatherall 2006). Alteraciones en el 
cluster de β-globina pueden dar lugar a β-tal, δβ-tal, εγδβ-tal y δ-tal. La única alteración 
talasémica descripta en el cluster de α-globina, es la α-tal. 
Debe considerarse la posibilidad de co-heredar distintas alteraciones (otra mutación talasémica o 
hemoglobinopatía estructural), debido a la prevalencia de estas alteraciones en regiones muchas 
veces solapadas. La presencia de distintas mutaciones que afecten la síntesis normal de Hb, 
sumado a otros modificadores de expresión puede conducir a la presentación de fenotipos 
complejos. 
 
5.2.1 Talasemias por mutaciones en el cluster de β-globina 
5.2.1.1 β-talasemias 
Se caracterizan por presentar un déficit en la síntesis de cadenas de β-globina, atribuible a una 
base heterogénea de defectos moleculares. La mayoría de las alteraciones que afectan el gen 
HBB, aunque un pequeño grupo, son consecuencia de alteración de factores involucrados en la 
expresión en trans (Thein 2013). 
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La OMS estima que al menos 1,5% de la población mundial es portadora de una alteración β-tal 
y que al menos nacen 60.000 infantes severamente afectados anualmente. La Thalassaemia 
International Federation (TIF) reportó que al menos 200.000 pacientes a nivel mundial reciben 
tratamiento regularmente (Higgs y col. 2012), aunque es posible que no todos los casos se 
encuentren registrados, subestimando el número real. 
La ascendencia de los individuos afectados es principalmente de la Cuenca del Mediterráneo, 
Medio Oriente, Asia central, India y el sur de China, aunque la expansión global de las 
mutaciones debido a las corrientes migratorias está conduciendo al crecimiento del número de 
portadores y afectados en otras regiones.  
 
5.2.1.1.1 Bases moleculares 
La presentación habitual de la de β-tal es en forma autosómica recesiva. La manifestación de 
cuadros severos requiere la presencia de mutaciones que provoquen un marcado descenso en la 
expresión de cadenas de β-globina, por lo que se asocian a genotipos homocigotas y dobles 
heterocigotas. No obstante, un pequeño grupo de mutaciones pueden cursar con herencia 
dominante (Thein 2013). 
En general se encuentra afectado el gen HBB y las alteraciones más frecuentes son mutaciones 
puntuales. Esporádicamente, la menor transcripción del gen HBB puede deberse a deleciones que 
lo remuevan en su totalidad o parcialmente. Por otra parte, cuando se encuentran alterados 
factores que participan en su regulación o transcripción, también puede manifestarse un cuadro 
β-tal, aunque generalmente se acompaña con otra sintomatología. 
Hasta el momento hay más de 270 mutaciones reportadas con fenotipo β-tal que afectan al gen 
HBB, que pueden consultarse en las bases HbVar database e IthaNet. Pueden dividirse a grandes 
rasgos en 2 grupos: aquellas que disminuyen la cantidad de proteína producida a partir del alelo 
afectado (tipo β
+
) y aquellas que la anulan por completo (tipo β
0
) (Cao y Galanello 2010).  
Las alteraciones pueden afectar tanto la tasa de transcripción del ARNm, su procesamiento, su 
estabilidad o pueden afectar la traducción de la proteína. Dentro del grupo de mutaciones que 
pueden afectar síntesis del ARNm, se incluyen mutaciones en la región promotora y en la región 
5' UTR, que atenúan la transcripción: las mutaciones que afectan la caja CACCC distal y gran 
parte de las alteraciones en la región 5' UTR -que no se determinó si interfieren con la síntesis o 
con la estabilidad del mensajero- dan como resultado mutaciones de tipo β
+
 prácticamente 
silentes. En cambio, variaciones de secuencias que afectan la caja CACCC proximal y la caja 
TATA producen mutaciones β
+
 leves.  
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Dentro del grupo de mutaciones que afectan el procesamiento del ARNm se incluyen cambios 
que afectan las secuencias dadoras o aceptoras de splicing, que llevan al procesamiento alterado 
de todos los transcriptos, por lo que se trata de mutaciones de tipo β
0
; variantes que activan sitios 
crípticos de splicing que llevan a la pérdida de secuencias exónicas o retención de fragmentos 
intrónicos  y, por ende, cambios en el marco de lectura con aparición de codones prematuros de 
terminación de la traducción (la cantidad de proteína producida dependerá del número de 
transcriptos que se procesen reconociendo los sitios wild-type y cuántos por los anómalos, por lo 
que estas mutaciones son β
+
, de distinta severidad); mutaciones que afectan la señal de 
poliadenilación (mutaciones β
+ 
silentes o leves) o la región 3' UTR (mutaciones β
+, 
silentes o 
leves también). Por último, mutaciones que provocan la aparición de codones prematuros de la 
traducción, que son capaces de desencadenar el mecanismo de vigilancia del ARN nonsense-
mediated decay (NMD), y mutaciones que afectan el codón de inicio de la traducción 
imposibilitan producción alguna de cadenas de globina, por lo que se las clasifica como β
0
.   
Si bien la mayoría de las variantes que afectan este gen son cambios puntuales (sustituciones o 
indels pequeños) (Thein y Wood 2009), se describieron al menos 15 deleciones que involucran el 
gen HBB o su región promotora proximal (Thein 2013) y anulan por completo la síntesis de 
cadenas de β-globina. Pese a que las deleciones β-tal son raras, la deleción de 619 pb que 
remueve el extremo 3' de HBB es relativamente común en las poblaciones Sind y Punjab de India 
y Pakistán (Cao y Galanello 2010). 
A pesar de la gran heterogeneidad en las bases moleculares de estos síndromes, en las distintas 
poblaciones en los que presentan alta prevalencia, hay un número reducido de mutaciones que 
son responsables de la mayoría de los casos y un número más amplio de mutaciones que se 
reportan esporádicamente. 
 
5.2.1.1.2 Fisiopatología y Manifestaciones clínicas 
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Figura 1.11: Fisiopatología de la β-tal. Adaptado de Nienhuis, A. W., & Nathan, D. G. (2012). 
Pathophysiology and Clinical Manifestations of the β-Thalassemias. Cold Spring Harbor perspectives in 
medicine, 2(12), a011726. 
 
Las manifestaciones clínicas y hematológicas son consecuencia directa del exceso relativo de 
cadenas de α-globina, que son incapaces de formar heterodímeros, al encontrarse disminuida la 
producción de cadenas de β-globina. (Nienhuis y Nathan 2012). Cuando se sobrepasan tanto la 
capacidad de la AHSP para unir las cadenas libres, como del sistema proteolítico, para eliminar 
su exceso, las cadenas de α-globina forman agregados moleculares que precipitan formando 
cuerpos de inclusión que dañan la membrana del eritrocito y de las organelas intracelulares y 
además gatillan la formación de especies reactivas de O2, que dañan los componentes de la 
membrana celular. Asimismo, se desnaturalizan a hemicromos, altamente tóxicos, que provocan 
la desnaturalización de la banda 3 (una de las principales proteínas de la membrana del 
eritrocito) al catalizar su oxidación. 
La anemia se debe, a una menor supervivencia del eritrocito maduro y a la eritropoyesis ineficaz, 
consecuencia del aborto intramedular de precursores (la formación de cuerpos de inclusión es un 
evento temprano en la eritropoyesis, alcanzando un pico en el eritroblasto policromatófilo)  
La severidad clínica se corresponde con el grado del desbalance de cadenas α:no-α (Grosso y col. 
2012). Se establecieron 3 formas de presentación clínica:  
-talasemia menor (o rasgo β-tal)  
-talasemia mayor (transfusiones-dependiente)   
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-talasemia intermedia (TI) (que presenta manifestaciones clínicas intermedias respecto a las otras 
2).  
Mientras que los individuos con talasemia menor portan una única mutación β-tal, los individuos 
que presentan las formas clínicamente más severas, suelen presentar mutaciones en ambos alelos 
(o al menos una mutación β-tal y un factor que acentúe el desbalance de cadenas). 
Los individuos con talasemia menor (o portadores talasémicos), presentan anemia microcítica e 
hipocrómica leve. Existen variaciones en los valores hematimétricos que permiten sospechar la 
presencia de mutaciones β-tal. Los hematíes pueden presentar punteado basófilo y, mediante 
electroforesis de Hb, es posible evidenciar un aumento en la fracción de la Hb A2, por lo general 
mayor al 3,5%, que se debe a que, ante una menor cantidad de cadenas de β-globina, las cadenas 
de δ-globina sintetizadas pueden unirse a las de α-globina con mayor facilidad. Debido a las 
características del promotor de HBD (sección 4.5), la producción del polipéptido no puede 
aumentar de manera significativa para cubrir el déficit de cadenas no-α. 
Los afectados con tal mayor, desarrollan a partir del segundo switch del cluster de β-globina 
entre los 2 y 24 meses de vida, una anemia severa, con requerimiento transfusional crónico. Los 
niños adecuadamente transfundidos, presentan crecimiento y desarrollo normal y pueden sufrir 
esplenomegalia mínima o estar ausente. Debido a la eritropoyesis ineficaz, los pacientes 
presentan una mayor predisposición a absorber hierro, que se suma a la acumulación de este 
mineral, consecuencia del régimen transfusional. Los individuos transfundidos sin un tratamiento 
quelante adecuado, sufren un aumento de la fracción de hierro no-unido a transferrina, que 
acelera la formación de radicales libres y es capaz de depositarse en distintos tejidos, tanto en 
células del sistema retículo-endotelial (relativamente inocuo) como en tejido parenquimal (en 
especial en miocitos y hepatocitos), resultando altamente tóxico. Estos signos se empiezan a 
evidenciar en la adolescencia, cuando se interrumpe el crecimiento normal y comienzan a 
manifestarse complicaciones hepáticas, endocrinas y cardíacas, como diabetes, hipertiroidismo, 
hipoparatiroidismo, falla hepática progresiva (fibrosis y cirrosis) y desarrollo sexual secundario 
demorado o ausente. La causa de muerte habitual en estos casos es la disfunción cardíaca 
inducida por la sobrecarga de hierro, en el final de la segunda década de vida o principios de la 
tercera (Olivieri y Weatherall 2006). 
Los pacientes que no son adecuadamente transfundidos, por el contrario, presentan 
características clínicas que son consecuencia de la eritropoyesis ineficaz: marcada anemia (con 
palidez, retardo en el crecimiento, falta de musculatura, ictericia, genu valgo y esplenomegalia, 
que empeora la anemia y puede asociarse a trombocitopenia), eritropoyesis extra-medular en 
pecho y abdomen, expansión de médula ósea, que provoca alteraciones esqueléticas 
Karen G. Scheps  INTRODUCCIÓN 
  
 
48 
 
características (que incluyen deformidad en los huesos largos de las piernas y cambios cráneo-
faciales), osteoporosis, susceptibilidad a infecciones y aumento de la tasa metabólica. La 
destrucción de precursores, provoca a su vez la formación de cálculos biliares y de úlceras 
dolorosas en las piernas. (Galanello y Origa 2010) En pacientes que llegan a la pubertad, se 
observan complicaciones por sobrecarga de hierro, dado el aumento en su absorción a nivel 
gastrointestinal. 
Al presentar una anemia más severa que los portadores, los valores de Hb son menores, pudiendo 
variar entre 2 y 8 g/dl en el debut. Por lo general se observan eritroblastos en sangre periférica y 
reticulocitosis moderada. Se encuentran aumentados los niveles de Hb F, que presenta 
distribución heterocelular como consecuencia del stress medular. La médula ósea presenta 
hiperplasia de la serie roja (Olivieri y Weatherall 2006). 
La TI se presenta más tardíamente que la tal mayor, la anemia es menos severa y, por definición, 
no tiene requerimiento transfusional, o el mismo, es esporádico. Dentro de esta entidad clínica se 
incluyen cuadros heterogéneos de distinta severidad, que incluyen presentación entre los 2 y 6 
años de edad, en pacientes que son capaces de sobrevivir sin transfusiones, aunque presentan 
retraso en el desarrollo y crecimiento o bien, individuos que recién  comienzan a desarrollar 
sintomatología en la adolescencia o en edad adulta (Galanello y Origa 2010). Los síntomas 
principales son palidez, ictericia, colelitiasis, agrandamiento del hígado y bazo, alteraciones 
esqueléticas, úlceras en las piernas, tumores extramedulares de médula eritroide hiperplásica, 
tendencia a desarrollar osteopenia y osteoporosis, y complicaciones trombóticas como resultado 
de un estado de hipercoagulabilidad, por la alteración en la composición de la membrana de los 
glóbulos rojos (en particular en pacientes esplenectomizados). Los afectados se encuentran 
sujetos a sufrir sobrecarga de hierro, producto, principalmente, del aumento de la absorción 
intestinal, consecuencia de la eritropoyesis ineficaz.  (Cao y Galanello 2010). 
 
5.2.1.1.3 Herencia dominante 
Se han reportado al menos 40 mutaciones asociadas a formas dominantes de β-tal (OMIM: 
603902). 
Los individuos afectados presentan fenotipos similares a las TI, o incluso más severos, debido a 
la presencia de una única mutación en estado heterocigota. La explicación de estos cuadros se 
atribuye a la traducción de variantes estructuralmente anómalas sumamente inestables que 
precipitan en los precursores eritroides antes de poder ensamblarse con las cadenas de α-globina 
para formar tetrámeros funcionales. Esto resulta en eritropoyesis ineficaz que se ve exacerbada 
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por el exceso concomitante de las cadenas de α-globina, que también precipitan (Cao y Galanello 
2010).  
Las mutaciones que inducen estos fenotipos se pueden clasificar en 3 grupos: 
 Mutaciones de cambio de sentido, que involucran aminoácidos claves en la estabilidad 
de la cadena de β-globina, al alterar el bolsillo hidrofóbico donde se ubica el grupo hemo 
o la estructura secundaria de la molécula 
 Mutaciones sin sentido que son capaces de escapar el mecanismo de vigilancia NMD, 
por lo que lo que se encuentran cantidades sustanciales del ARNm anómalo que codifica 
el polipéptido mutado. 
 Pequeños indels, que inducen la pérdida o ganancia de aminoácidos que desestabilizan la 
cadena de β-globina, o que producen corrimientos del marco de lectura, y que 
determinan la síntesis de cadenas de globina elongadas. La mayoría de estas mutaciones 
se ubican en la región 3' del exón 2 y en el exón 3. (Luo y col. 2005; Thein 1992) 
Los hallazgos clínicos característicos en estos pacientes incluyen anemia microcítica 
hipocrómica con marcada poiquilocitosis, reticulocitosis y punteado basófilo, hiperplasia 
eritroide con displasia e inclusiones citoplasmáticas, eritropoyesis extramedular, esplenomegalia 
e ictericia intermitente (Croteau y col. 2013). 
A diferencia de las formas de herencia recesiva, no hay patrones de distribución geográfica de 
las mutaciones, y tienden a ocurrir de novo (Luo y col. 2005). 
 
5.2.1.1.4 Talasemia por alteraciones de factores en trans o extra-cluster 
Se han identificado mutaciones en distintos factores implicados en la transcripción del gen HBB 
que provocan cuadros de β-tal, generalmente asociados a otros cuadros clínicos: 
 ERCC2 o XPD: Mutaciones en el gen que codifica la subunidad helicasa del factor 
general de transcripción TFIIH, involucrado en la transcripción basal y reparación del 
ADN, pueden provocar distintos cuadros clínicos. Las mutaciones asociadas a 
tricotiodistrofia provocan también disminución de expresión del gen HBB, y un fenotipo 
de portador β-tal (Viprakasity col. 2001). 
 GATA1: La sustitución de la arginina en la posición 216 por glutamina en el dedo de Zn 
N-terminal del factor transcripcional eritroide GATA1, disrumpe la unión de esta 
proteína a sus secuencias blanco en el ADN y resulta en trombocitopenia con β-tal, con 
un patrón de herencia recesivo, ligado al cromosoma X (Yu y col. 2002). 
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5.2.1.2 δβ-talasemia 
Las δβ-tal son desórdenes caracterizados por la disminución o ausencia de síntesis tanto de 
cadenas de β- como de δ-globina que se atribuyen casi exclusivamente a deleciones que afectan a 
estos genes. En ocasiones, las deleciones incluyen el gen HBG1. 
Las deleciones que dan lugar al polipéptido de fusión que compone la Hb Lepore se consideran  
mutaciones (δβ)+-tal, ya que estas cadenas se sintetizan en menores niveles que las cadenas wild-
type. Los portadores presentan hemogramas compatibles con la presencia de un rasgo 
talasémico, pero en la electroforesis de Hb presentan una banda correspondiente al 15 a 20%, 
compatible con Hb Lepore, y niveles normales o disminuidos de HbA2. La homocigosis para esta 
mutación presenta un cuadro clínico similar a una tal mayor.  
Existen al menos 30 deleciones que remueven por completo los genes HBD y HBB  y son 
consideradas mutaciones (δβ)0-tal; las distintas mutaciones presentan distinta frecuencia en 
distintos grupos poblacionales. Al igual que en las β-tal, los portadores presentan anemia 
microcítica hipocrómica pero con niveles de Hb A2 normales o disminuidos y porcentajes de Hb 
F aumentados (Olivieri y Weatherall 2006). Esto se atribuye a que, por un lado, las deleciones 
suelen involucrar la región intergénica entre HBG1 y HBD, que participa en el silenciamiento de 
la expresión de los genes de γ-globina y, por otro, a la falta de competencia por la interacción 
con el LCR de los genes HBG2 y HBG1 (si el último está presente). En homocigosis, estas 
mutaciones causan un fenotipo similar a talasemia intermedia, en la que el 100% de la Hb es  Hb 
F. Justamente la distribución pancelular de niveles elevados de Hb F es lo que explica el fenotipo 
clínico atenuado, al disminuir el exceso de cadenas de α-globina libres (Forget y Bunn 2013). 
 
5.2.1.3 εγδβ-tal 
Se han descripto también deleciones que inhiben la expresión de todos los genes del cluster de β-
globina. Presentan muy baja frecuencia y en general se hallaron restringidas a las familias en las 
que se describieron. 
Estas mutaciones pueden dividirse en 2 grandes grupos, aunque todas presentan fenotipos 
similares:  
 deleciones que remueven el cluster de β-globina entero, inclusive en algunos casos a la 
región LCR, y son las más frecuentes 
 deleciones del LCR, que puede extenderse a otros genes del cluster, pero en las que el 
gen HBB permanece intacto (Thein y Wood 2009; Rooks y col. 2012). 
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Los portadores heterocigotas presentan anemia hemolítica neonatal que puede llegar a requerir 
transfusiones, pero que resuelve durante los primeros meses de vida, mientras que en adultos se 
observa un fenotipo similar al de portador β-tal con hipocromía y microcitosis más marcadas, 
pero con niveles de Hb A2 y Hb F dentro de los rangos normales (Thein 2013). No se han 
encontrado estas mutaciones en homocigosis, presumiblemente por ser incompatible con la 
supervivencia fetal (Olivieri y Weatherall 2006). 
 
5.2.1.4 β-tal asociada a otras hemoglobinopatías 
 Hb S / β-tal: los afectados presentan síndromes drepanocíticos similares a los de los 
individuos homocigotas para Hb S, aunque la severidad depende de la mutación β-tal (β+ 
o β0), que determina la posibilidad de producir Hb A. 
 Hb C / β-tal: los pacientes  pueden presentar anemia leve a moderada, similar a una 
talasemia intermedia. En el frotis se observan cristales de Hb C y un muy alto porcentaje 
de target cells (Galanello y Origa 2010). 
 Hb E / β-tal: es considerada una talasemia no dependiente de transfusiones. No obstante, 
los fenotipos de los afectados, oscilan entre formas leves de talasemia intermedia a 
indistinguibles de talasemia mayor, en función de la mutación β-tal y de otros factores. 
 
5.2.2 α-talasemias 
Son un grupo de síndromes hereditarios caracterizados por la producción disminuida o ausente 
de cadenas de α-globina, que se atribuye principalmente a la pérdida de los genes HBA2 y HBA1 
por deleciones y, en menor medida, por mutaciones puntuales que impiden la síntesis del 
polipéptido. Constituyen uno de los desórdenes genéticos monogénicos más comunes a nivel 
mundial: se estima que el 5% de la población mundial es portadora de alguna mutación α-tal 
(Weatherall 2008) y, al igual que otras hemoglobinopatías, prevalece en regiones donde la 
malaria ejerció una presión evolutiva positiva. 
Las distintas mutaciones α-tal presentan distinta distribución geográfica:  
 Las que dan origen a formas leves (fenotipos α-tal+) se encuentran ampliamente 
distribuidas en la franja tropical que abarca la región sub-sahariana de África, la cuenca 
del Mediterráneo, medio oriente, el subcontinente indio y la región este y sudeste de 
Asia. Suelen encontrarse en una frecuencia del 10 al 25%, aunque en locaciones 
puntuales como el norte de India y Papua Nueva Guinea, donde estas variantes se fijaron, 
alcanzan al 80% de la población.  
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 Las que dan lugar a las formas más severas (fenotipos α-tal0) se encuentran más 
restringidas, hallándose en regiones del Mediterráneo y en el sudeste asiático (Williams y 
Weatherall 2012), donde, en determinadas regiones, hasta el 40 % de la población es 
portadora de alelos α-tal (Vichinsky 2012).  
No obstante, los patrones migratorios están cambiando dramáticamente la distribución 
geográfica de α-tal (Michlitsch y col. 2009). De hecho, en el estado de California, en Estados 
Unidos,  se estableció el screening neonatal de estos cuadros y se está considerando ampliar el 
screening en el resto de ese país (Benz 2011).  
Existen también formas de presentación no clásicas de α-tal, asociadas a retraso mental y a 
síndromes mielodisplásicos. 
 
5.2.2.1 Bases moleculares 
Las formas clásicas de presentación de los síndromes α-tal se atribuyen a la falta de expresión de 
los genes HBA2 y HBA1. Hasta el momento, en las bases de datos de mutaciones que afectan la 
síntesis de Hb (HbVar Database e Ithanet) se describieron más de 220 mutaciones α-tal. El tipo 
más frecuente son deleciones, que pueden provocar la pérdida de una (-) o ambas (--) copias de 
los genes HBA de un mismo cromosoma. Prevalecen las que provocan la pérdida de una sola 
copia de gen  (del +), producto de crossing-over desigual entre regiones de alta homología en 
el cluster de -globina. La de mayor frecuencia a nivel mundial es la deleción - o rightward 
deletion (deleción de 3,7 kb) que predomina en el área del Mediterráneo, África y Asia. La 
deleción -4,2  o leftward deletion (deleción de 4,2 kb) es menos frecuente y prevalece en el 
sudeste asiático (Harteveld y Higgs 2010) (Figura 1.13).   
Hay descriptas más de 40 deleciones de tipo 0 (Galanello y Cao 2011), con la pérdida de ambas 
copias de genes HBA y que, dependiendo del tamaño, pueden incluir otros genes del cluster α. 
Las más frecuentes son --
MEDI
 y -()20,5 en población del Mediterráneo, --SEA en el sudeste de 
Asia, y   --
FIL
 en población filipina. 
Con menor frecuencia, las bases moleculares de las -tal están asociadas a mutaciones puntuales 
o no delecionales. Existen al menos 69 mutaciones puntuales que alteran la expresión génica y 
prevalecen las alteraciones en el gen HBA2 (T) sobre el gen HBA1 (T) (Harteveld y Higgs 
2010), aunque es posible que exista un sub-diagnóstico de alteraciones en el último gen. Las 
mutaciones pueden afectar secuencias canónicas de la región promotora, el codón de inicio de la 
traducción, las secuencias dadoras/aceptoras de splicing, el codón de terminación de la 
traducción (TAA) y la señal de poliadenilación. Asimismo, también pueden hallarse indels que 
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alteren el marco de lectura y provoquen la aparición de codones de terminación de la traducción 
prematuros, así como mutaciones sin sentido  (Higgs 2013). 
Las más frecuentes en el área del Mediterráneo son αNcoIα (cambio ATG>ACG en el codón de 
iniciación y αIVSI (-5 nt)α (eliminación de 5 nucleótidos en el intrón 1 de HBA2). Se han informado 
otras mutaciones: alteraciones en la señal de poliadenilación, descriptas en el Mediterráneo y 
Oriente Medio, y antisentido que conducen a variantes elongadas, como las Hbs Constant 
Spring, Icaria, Koya Dora, y Seal Rock Paksé, (descriptas en el área del Mediterráneo y en Asia) 
(Steinberg y col. 2009).  
Las mutaciones puntuales suelen tener un efecto más severo que las deleciones tipo +. 
Los fenotipos α-tal también pueden ser producto de deleciones que remuevan la región 
regulatoria MCS-R2, implicada en la adecuada transcripción de los genes del cluster de -
globina. En la base de mutaciones de Ithanet se registraron 17 deleciones que remueven esta 
región sin afectar los genes HBA2 y HBA1. 
Se describieron otras 2 causas poco frecuentes de -tal: 
-un ARN antisentido que induce la metilación de la isla CpG asociada a HBA2 y, en 
consecuencia, el silenciamiento de este gen. La síntesis del ARN antisentido es consecuencia de 
una deleción (α-ZF) que remueve los genes HBA1 y HBQ1, yuxtaponiendo el gen HBA2 con 
LUC7L.  
-Un SNP entre el gen HBZ y el pseudogen  HBZP1, presente en población melanesia, que genera 
un nuevo sitio de unión para el factor GATA1, que compite con los promotores de los genes 
HBA por la interacción con la región regulatoria MCS-R2 (Higgs 2013). 
 
5.2.2.2 Fisiopatología y Manifestaciones clínicas 
En los síndromes α-tal, frente a la deficiencia de cadenas de α-globina, existe un exceso relativo 
de cadenas de β-globina.  
Como se mencionó, existen mutaciones capaces de provocar  la pérdida de una o ambas copias 
de los genes HBA de un mismo alelo. Los individuos normales presentan 4 copias de genes HBA; 
existen 2 estadios distintos de portadores α-tal: el portador "silente", con 3 copias funcionantes 
de estos genes, que es clínicamente normal y no siempre presenta anemia, aunque exhibe ciertas 
alteraciones en el hemograma y el portador que presenta un "rasgo talasémico", que posee 2 
copias funcionantes de genes de α-globina e índices hematimétricos similares al portador β-tal 
(aunque debe destacarse que no presenta aumento de la fracción de Hb A2); y 2 formas 
clínicamente relevantes: la enfermedad de Hb H, en individuos que disponen de una copia de gen 
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de α-globina y el síndrome de hidropesía fetal con Hb Bart, cuando existe pérdida de las 4 copias 
(Galanello y Cao 2011) (Figura 1.12).  
 
 
Figura 1.12: Fenotipos y genotipos α-tal. Las cajas rojas representan las copias de genes HBA en el 
cromosoma 16. 
 
La enfermedad de Hb H presenta un fenotipo similar a una β-tal intermedia, aunque, los 
mecanismos fisiopatológicos difieren: debido al déficit de cadenas de α-globina se forman 
tetrámeros de cadenas β, más solubles que los de cadenas de α-globina, lo que lleva a un menor 
grado de eritropoyesis ineficaz. No obstante, a medida que los glóbulos rojos maduran, la Hb H 
precipita, formando cuerpos de inclusión, con un mayor componente de anemia hemolítica. Los 
efectos clínicos de la anemia son exacerbados porque los homotetrámeros no pueden ceder O2 a 
los tejidos. (Olivieri y Weatherall 2006) Las manifestaciones clínicas más importantes son la 
anemia hemolítica, que puede llegar a requerir transfusiones, hepatoesplenomegalia, ictericia, y 
pueden presentarse moderadas modificaciones óseas producto de eritropoyesis extra-medular. La 
severidad se correlaciona con el grado de deficiencia de cadenas de α-globina, resultando 
cuadros más severos cuando se combinan deleciones α0 con mutaciones αTα, en los que las 
complicaciones se manifiestan durante la primera década de vida e incluyen retraso en el 
crecimiento, requerimiento transfusional y sobrecarga de hierro. 
El síndrome de hidropesía fetal con Hb Bart es la condición más severa y es fundamentalmente 
incompatible con la vida extrauterina, ya que los individuos afectados son incapaces de producir 
Hb F, Hb A o Hb A2. Durante la gestación, la sangre fetal contiene principalmente Hb Bart 
(tetrámeros de γ-globina), que al igual que la Hb H, no puede ceder el O2 a los tejidos, 
produciendo hipoxia; y pequeñas cantidades de Hb Portland (δ2γ2), si se encuentra presenta el 
gen HBZ. 
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En general en el tercer trimestre de gestación, la eritropoyesis ineficaz y la marcada 
hematopoyesis extramedular, conducen a organomegalia masiva, falla cardíaca, edema y 
eventual muerte intrauterina.  La hipoxia durante el desarrollo del feto puede causar otras 
anomalías en el desarrollo, que mayoritariamente involucran a los sistemas esqueléticos y genito-
urinario (Vichinsky 2013). Los embarazos son de alto riesgo y pueden sufrir complicaciones 
serias como preeclampsia, poli-oligohidramnios, hemorragias, anemia y sepsis, por lo que deben 
ser estrictamente monitoreados. Esta condición es relativamente común en el sudeste asiático y 
es menos frecuente en población de origen mediterráneo. 
 
5.2.2.3 α-tal asociada a retraso mental 
Se describieron formas de presentación no clásicas de α-tal, asociadas a retraso mental, que en 
general cursan con enfermedad de Hb H. Existen 2 grupos de pacientes: uno en el que se 
observan deleciones en el brazo corto del cromosoma 16, y otro, debido a mutaciones en trans.  
El primero,  catalogado como síndrome ATR-16, corresponde a un síndrome de deleción de 
genes contiguos, en la región telomérica del brazo corto del cromosoma 16, que conduce a la 
pérdida de los genes del cluster de α-globina y genes adyacentes. Se han reportado hasta el 
momento 11 casos de ATR-16, debido a deleciones entre 900 y 1.700 kb, que provocan 
monosomía de 16p13.3. Hasta el momento no se conoce el mecanismo causante del fenotipo. Se 
hipotetizó que ciertos genes que podrían estar sometidos a imprinting, aunque aún no se 
encontraron evidencias. La teoría más aceptada hasta el momento es que alguno o algunos de los 
genes comprendidos en la región delecionada sean dosis-sensible, aunque aún no se pudo 
establecer cuál o cuáles estarían involucrados. 
Los afectados presentan retraso mental relativamente leve, variedad de dismorfias (faciales, 
esqueléticas) y retraso en el desarrollo (por ejemplo, retraso en la adquisición del habla). 
(Weatherall 2013; Higgs 2013). 
El segundo grupo de pacientes presenta alteraciones clínicas relativamente uniformes 
(hipertelorismo, puente nasal plano, nariz respingona triangular,  boca ancha, y anomalías 
genitales) y retraso mental severo (Galanello y Cao 2011). Presenta un patrón de herencia 
recesivo ligado al cromosoma X y se atribuye a alteraciones en el gen ATRX, que codifica, como 
se mencionó en la sección 4.5.1, un miembro de la familia SWI/SNF, involucrado en la 
expresión de los genes del cluster de α-globina. 
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5.2.2.4 Mielodisplasia asociada con α-talasemia (ATMDS) 
En pacientes con síndromes mielodisplásicos, se describieron formas adquiridas de α-tal, 
consecuencia de mutaciones somáticas en el gen ATRX, adquiridas por un clon neoplásico 
(Steensma y col. 2005). Éstas no se encuentran limitadas a una distribución geográfica particular 
y se describieron con mayor frecuencia en pacientes añosos, predominantemente de sexo 
masculino. 
 
5.3 Síndromes de sobreexpresión 
Se han descripto distintas variantes de secuencia que incrementan la expresión de los genes de γ-
globina en la vida post-fetal, lo que se conoce como Persistencia Hereditaria de Hemoglobina 
Fetal (HPFH). Por otra parte, en el cluster de α-globina, existe la posibilidad de portar más de 4 
copias de genes HBA, lo que provoca un aumento en la producción de cadenas de α-globina. 
 
5.3.1 HPFH 
La falta o una disminución de la eficiencia del segundo switch del cluster de β-globina, se refleja 
en la producción sostenida de cadenas de γ-globina y, en consecuencia, producción de Hb F en la 
vida extrauterina (Carrocini y col. 2011). 
La producción de Hb F puede estar distribuida en todos los eritrocitos (HPFH pancelular) o estar 
presente sólo en algunos (HPFH heterocelular).  
-La HPFH pancelular, presenta patrones de herencia mendelianos, niveles más elevados de Hb F 
(10 a 30%)  y, en general, es consecuencia de grandes deleciones en el cluster de β-globina (de 7 
a más de 80 kb) que pueden yuxtaponer regiones enhancer con los genes que codifican las 
cadenas de γ-globina o que pueden remover las secuencias implicadas en el silenciamiento de 
estos genes, como el sitio de unión a BCL11A, y de mutaciones puntuales en los promotores de 
los genes HBG2 y HBG1(Banan 2013). En el año 2010, esta condición también se asoció a una 
mutación en el dominio de unión al ADN del factor de transcripción KLF1 (Borg y col. 2010). 
Desde entonces, se han reportado distintas variantes de secuencia en el gen que dan lugar a este 
cuadro (Satta y col. 2011; Gallienne y col. 2012; Wang y col. 2013). 
-La HPFH heterocelular o también conocida como HPFH de tipo suizo, presenta aumentos de Hb 
F más discretos y su concentración no es uniforme en la masa eritroide. Es un término que está 
cayendo en desuso, dado que existe una distribución normal de los niveles de Hb F en la 
población, y los individuos con estos patrones de expresión de Hb F corresponderían al extremo 
de la Curva de Gauss. 
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Los niveles aumentados de Hb F se heredan como un rasgo complejo, es decir, que dependen de 
la influencia de múltiples loci y de un componente ambiental, constituido principalmente por la 
edad y el sexo (Jouini y col. 2012). La heredabilidad de los niveles de Hb F es de 0,89 (los 
factores genéticos contribuyen en un 89% a la variabilidad de los niveles de células F y Hb F) 
(Thein y Menzel 2009). Hasta el momento se identificaron 3 loci que explicarían un 20 al 50% 
de la variabilidad del rasgo (Badens y col. 2011), que se validaron en múltiples estudios y 
distintas poblaciones:  
-la región promotora de HBG2 en 11p15.5 (representada por el polimorfismo rs7482144 en la 
posición -158, aunque se postula que el SNP no estaría involucrado en el aumento de expresión, 
si no que se encontraría en desequilibrio de ligamiento con alguna variante en la región de unión 
de BCL11A (Galarneau y col. 2010)),  
-la región intergénica de HBS1L-MYB en 6q23.3 (en la que existen sitios de unión para factores 
que regulan la expresión de MYB) y  
-el gen BCL11A en 2p16.1. 
La HPFH es una condición benigna, aunque debe corroborarse la causa primaria y descartar que 
sea secundaria a otra condición. 
 
5.3.2 Sobreexpresión de genes de α-globina 
Estos cuadros son consecuencia de un aumento en el número de copias de genes HBA.  
La causa más frecuente es la presencia de un alelo αααanti3,7, que se genera en el mismo evento de 
crossing-over desigual que da lugar a la deleción -. Asimismo, en población asiática puede 
hallarse el alelo αααanti4,2. Existen también rearreglos con duplicaciones del cluster de α-globina, 
que incluyen la región regulatoria MCS-R2, lo que asegura altos niveles de expresión de las 
copias extras (Harteveld y col. 2008; Sollaino y col. 2009; Graziadei y col. 2012). 
Estos cuadros, por sí mismos, no suelen ser patológicos, ya que las cadenas de α-globina 
sintetizadas en exceso alcanzarían a ser degradadas por proteólisis, pero en combinación con una 
mutación β-tal, el mayor desbalance de cadenas lleva a un cuadro clínico de mayor severidad. 
 
5.4 Bases moleculares de las talasemias-no-dependientes de transfusiones (NTDT) y 
genotipos complejos 
Las NTDT son un grupo de síndromes que no requieren transfusiones o sólo las necesitan de 
forma episódica (Galanello 2012). Este grupo incluye: 
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 Hb E / β-tal: individuos con genotipos dobles heterocigotas para el cambio 
HBB:c.79G>A, que da lugar a la Hb E y una mutación β-tal 
 Enfermedad de Hb H: resultado de la pérdida funcional de 3 copias de genes HBA por la 
presencia de una deleción α0 sumada a una mutación α+, que puede ser delecional o no-
delecional. Las últimas, al provocar una mayor reducción de síntesis de cadenas de α-
globina, dan lugar a cuadros clínicos más severos. 
 TI: son cuadros complejos para definir desde el punto de vista clínico, debido a que el 
fenotipo no es estático a lo largo del tiempo (Weatherall 2001) y sus bases moleculares 
son aún más heterogéneas: existen modificadores primarios y secundarios que 
determinan el grado de desbalance entre las cadenas de globina α:no-α y modificadores 
terciarios, que no alteran la síntesis de las cadenas de globina, sino que otorgan 
predisposición o protección frente a las distintas complicaciones del cuadro. Se 
consideran modificadores primarios todas aquellas mutaciones que afectan la expresión 
del gen HBB y secundarios, todas las variantes de secuencia que afectan el desbalance de 
las cadenas de globina (Shawky y Kamal 2012), ya sea agravando o atenuando el defecto 
primario. 
Las combinaciones entre variantes estructurales, mutaciones tal y síndromes de sobreexpresión, 
más la influencia de factores ambientales, da lugar a cuadros complejos, reflejo de sus bases 
moleculares heterogéneas. A continuación se enumeran distintas combinaciones de 
modificadores primarios y secundarios que pueden resultar en fenotipos de TI. 
 
Genotipos homocigotas o doble heterocigotas en el gen HBB 
desbalance de cadenas no tan elevado como para cursar como tal mayor  
-2 mutaciones β-tal con efecto fenotípico leve (β+/ β+) 
-Coexistencia de 1 mutación β-tal con (δβ)0-tal o hemoglobinopatía tal Hb Lepore, que 
inducen aumento de Hb F 
-Asociación de 2 mutaciones β-tal (genotipos β0/β0 o β0/β+) en combinación con 
modificador secundario que disminuya la severidad clínica de la patología, como: 
 α-tal: El déficit de síntesis de cadenas α concomitante, disminuye la formación de 
tetrámeros de α-globina,y, consecuentemente, el grado de hemólisis 
 HPFH: Las cadenas γ sintetizadas son capaces de unirse a las cadenas de α-globina, 
disminuyendo, parcialmente, el desbalance de cadenas 
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Genotipos heterocigotas en el gen HBB 
asociados a mutaciones o variantes genéticas que aumentan el desbalance de cadenas 
-Sobreexpresión de genes de α-globina (genotipos ααα/αα o αααα/αα): Incrementan el 
desbalance de cadenas, agravando el cuadro 
-Presencia de una mutación β-tal dominante en estado heterocigota  
-Incorrecto plegamiento de las cadenas de α-globina 
  Variantes inestables de Hb, capaces de precipitar 
  Alteraciones en la chaperona de cadenas α, AHSP 
 
Tanto las NTDT como los síndromes drepanocíticos comparten algunos modificadores terciarios. 
Los mismos involucran variantes de genes implicados en la absorción del hierro, el metabolismo 
de la bilirrubina, óseo, la enfermedad cardiovascular y la susceptibilidad a infecciones. Ejemplos 
de modificadores terciarios son mutaciones en el gen HFE asociadas a hemocromatosis 
hereditaria, incrementando la sobrecarga de hierro y la variante alélica de 7 repeticiones del 
motivo (TA)n de un STR en el promotor del gen UGTIA1, que está asociada a 
hiperbilirrubinemia no conjugada, que puede llevar al desarrollo de ictericia y cálculos biliares 
(Galanello y col. 2011). 
 
5.5 Mecanismos moleculares implicados en la generación de alelos deletéreos 
Muchas de las mutaciones puntuales son consecuencia de errores cometidos al azar por la ADN 
polimerasa durante la replicación. No obstante, existen otros mecanismos moleculares, como la 
recombinación desigual y la conversión génica, involucrados en la patogénesis en los cluster de 
α- y β-globina debido al alto grado de identidad de secuencia que existe entre los genes cada 
familia, que favorecen apareamientos desiguales entre los cromosomas homólogos y/o 
cromátides hermanas.  
 
5.5.1 Recombinación desigual (unequal crossing-over) 
Se trata de eventos de recombinación entre secuencias no alélicas dispuestas en tándem, ubicadas 
en los cromosomas homólogos, o en las cromátides hermanas (Borg y col. 2009) (Figura 1.13). 
Este mecanismo es el responsable de la génesis de las deleciones - y -4,2  (y de los alelos 
que portan la copia extra de gen de α-globina, αααanti 3,7 y  αααanti 4,2), de los genes de fusión que 
resultan en las Hb Lepore y Hb Kenya y a otras duplicaciones que involucran a los genes HBG. 
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Figura 1.13: Esquema de los mecanismos de recombinación desigual en el cluster de α-globina que 
resultan en las deleciones (e inserciones recíprocas) de 3,7 y 4,2 kb. (A) Representación de las cajas de 
homología, "x" y "z". (B) Crossing-over entre las cajas "x" da lugar a la deleción de 4,2 kb (y la inserción 
complementaria) y entre las cajas "z", a la de 3,7 kb (y la inserción complementaria).  
 
5.5.2 Conversión génica 
Esta forma de recombinación implica la transferencia no recíproca de información genética entre 
genes homólogos: la secuencia "aceptora" es reemplazada parcialmente por una secuencia que es 
copiada de una "donante",  que permanece inalterada. Puede darse entre loci no alélicos, en trans 
(entre secuencias que residen en distintos cromosomas homólogos o cromátides hermanas) o en 
cis (entre copias ubicadas en la misma cromátide) o puede ocurrir entre alelos que residen en los 
cromosomas homólogos (Borg y col. 2009). Es un proceso que requiere alta homología entre las 
secuencias involucradas (>92%) y la frecuencia de ocurrencia es inversamente proporcional a la 
distancia entre las secuencias involucradas (Chen y col. 2007). 
Este mecanismo sería el responsable del origen de variantes estructurales del gen HBD, producto 
del intercambio entre este gen y HBB, como Hb A2-Flatbush y Hb A2-Coburg, de HPFH (la 
variante Hb Creta sería resultado de eventos de conversión génica) (Hamid y col. 2009), de 
mutaciones α-tal y de variantes estructurales en los genes HBA, como la Hb I y Hb Frankfurt, 
entre otras (Moradkhani y col. 2009). 
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PACIENTES 
Se obtuvo sangre de pacientes evaluados bioquímica y clínicamente y, en caso de ser necesario, 
de sus familiares directos. Los pacientes fueron derivados para el estudio molecular desde 
Servicios de Hematología de hospitales del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires (pediátricos: 
Hospital General de Niños “Ricardo Gutiérrez” y Hospital General de Niños “Pedro de 
Elizalde"; adultos: Hospital General de Agudos "Dr. E. Tornú", Unidad Asistencial “Dr. César 
Milstein” y Hospital General de Agudos "José María Ramos Mejía"), Nacionales (Hospital 
“Prof. Alejandro Posadas”) y  Universitarios (Hospital de Clínicas "José de San Martín" de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires);  en menor proporción fueron 
derivados de centros del interior del país o por médicos hematólogos especialistas.  
Previo a los estudios, los pacientes firmaron un consentimiento informado que contempla la 
Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial. Para esta tarea, se contó con la 
colaboración de médicos genetistas de la División Genética, Hospital de Clínicas “José de San 
Martín”. 
Se estudiaron al menos 700 muestras, que se clasificaron según el fenotipo en 6 grandes grupos: 
1)  compatible con la existencia de una hemoglobinopatía estructural  
2)  β-talasemia 
3) δβ-talasemia  
4)  α-talasemia 
5) niveles aumentados la fracción de Hb F 
6) fenotipos no clásicos, dentro de los cuales se incluyeron individuos que presentaron 
combinaciones de mutaciones correspondientes a los distintos grupos y a pacientes con 
diagnóstico clínico de talasemia intermedia (TI). 
Se obtuvieron además, muestras de 100 individuos con índices hematimétricos normales, que se 
usaron como población control. 
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MÉTODOS 
 
1. Análisis de los datos hematólogicos 
Se confeccionaron fichas para la recolección y análisis posterior de los datos de los pacientes con 
la siguiente información: evaluación clínica, datos hematimétricos (recuento de glóbulos rojos 
(GR), concentración de Hb, hematocrito (Hto), volumen corpuscular medio (VCM), Hb 
corpuscular media (HCM), concentración de Hb corpuscular media (CHCM), amplitud de 
distribución eritrocitaria (RDW o ADE)), recuento de reticulocitos, valores de ferremia, ferritina 
y porcentaje de saturación de transferrina, resultados de la electroforesis de Hb y cuantificación 
de las distintas fracciones, y, en casos específicos, se recolectaron resultados de otras pruebas: 
para evaluar la estabilidad del eritrocito (curva de fragilidad osmótica) y de la Hb (test de 
isopropanol o de Carrell y Kay) y para investigar la presencia de drepanocitos (test de Sickling). 
Asimismo, se incluyeron datos de historia familiar y ascendencia. 
 
2. Purificación de ADN genómico 
2.1 Extracción de ADN genómico 
Se extrajo el ADN genómico a partir de muestras  de sangre periférica usando como 
anticoagulante EDTA 5%. 
El ADN genómico fue extraído por el método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)  a 
partir de leucocitos (Murray y Thompson 1980).  
Procedimiento: 
a) Rotular un tubo de 2 ml y agregar 1 ml de sangre anticoagulada con EDTA 5% junto a 1 
ml de T10E10 
b) Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm 
c) Descartar el sobrenadante y completar hasta 2 ml con T10E10 
d) Homogeneizar el pellet. 
e) Repetir pasos b), c) y d) hasta obtener un sobrenadante límpido 
f) Descartar el sobrenadante y agregar 1 ml de CTAB 
g) Incubar a 37 ºC durante toda la noche 
h) Extraer el ADN con un volumen de IAC (cloroformo:isoamílico 24:1) 
i) Agitar hasta observar una emulsión de aspecto blanquecino 
j) Centrifugar 8 minutos a 10.000 rpm 
k) Colocar la fase acuosa superior en un nuevo tubo 
l) Repetir pasos h) a k) 
m) Agregar 1 volumen de isopropanol  
n) Colocar el tubo 2 hs. a -20 ºC  
o) Centrifugar 15 minutos a 12.000 rpm 
p) Volcar el sobrenadante y dejar secar el pellet 
q) Resuspender el ADN en 200 µl de H2O bidestilada estéril. 
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2.2 Determinación de la integridad y semi-cuantificación del ADN genómico 
Se evaluó tanto la calidad como cantidad de ADN genómico purificado mediante electroforesis 
horizontal de una alícuota de cada muestra en un gel de agarosa al 1%. 
 
2.2.1 Preparación de geles de agarosa, protocolo general 
a) Mezclar 1 g de agarosa  con 100 ml de buffer TBE 1X (geles de agarosa 1%)  y 2 g de 
agarosa (geles al 2%). 
b) Disolver calentando en horno de microondas o en baño maría hasta obtener una solución 
límpida. 
c) Una vez tibio, agregar 2 gotas de bromuro de etidio (10 mg/ml) de tal forma de llegar a una 
concentración final de 0,5 μg/ml. 
d) Volcar la solución en la gelera conteniendo el/los peine/s y dejar solidificar. 
 
2.2.2 Preparación, siembra y electroforesis de las muestras en geles de agarosa 
a) Sumergir el gel solidificado en la cuba de electroforesis horizontal (Cleaver, Scientific 
Ltd., UK), con buffer de corrida TBE 1X en cantidad suficiente para cubrirlo y bromuro de 
etidio. 
b) Retirar el/los peine/s con cuidado para no romper las calles. 
c) Mezclar 5 μl de muestra de ADN con 5 μl de H2O bidestilada y 2 μl de buffer de siembra 
6X. 
d) Sembrar todo el volumen preparado (12 μl) en una calle libre del gel de agarosa al 1%. 
e) Proceder a la electroforesis de las muestras por 30-60 minutos con una diferencia de 
potencial de 2 volts/cm en una cuba de electroforesis horizontal. 
 
2.2.3. Semicuantificación de ADN genómico y evaluación de su integridad 
Finalizada la corrida electroforética, se observó el gel en un transiluminador de luz U.V. (BTS-
20.S Uvitec Limited) y se calculó la concentración de ADN por comparación de la intensidad de 
fluorescencia emitida con un ADN genómico de concentración conocida (0,2 mg/ml, en Tris-
HCL 10 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM, Boheringer).  
 
3. Estudio de variantes de secuencia (mutaciones y polimorfismos) en el cluster de β-globina 
Las mutaciones prevalentes en el cluster de β-globina son de tipo puntual o afectan a unas pocas 
pares de bases y se ubican principalmente en el gen HBB. 
La estrategia de detección se basó en la amplificación por Polymearse Chain Reaction (PCR) del 
gen HBB y el uso de técnicas acopladas. 
Las grandes deleciones son menos frecuentes; por lo general remueven el gen HBB y genes 
adyacentes, y se estudiaron por otras metodologías. 
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3.1 Amplificación por PCR del gen HBB 
Para amplificar el gen entero y las regiones flanqueantes, se utilizaron primers disponibles en el 
laboratorio y se diseñaron nuevos a partir de la Secuencia de Referencia NG_000007.3 obtenida 
de la base de datos Genebank.  
Se realizaron pruebas de amplificación con los distintos primers. Dos combinaciones permitieron 
obtener productos específicos solapados con buen rendimiento, permitiendo amplificar todas las 
secuencias de interés. La región 5' del gen HBB se amplificó con los primers HBB-1F y HBB-2R 
(798 pb: desde c.-212 hasta c.135+139 en el intrón 2 ) y la 3' con HBBL3 y HBB-4R (1185 pb: 
desde c.135+83 hasta c.*288). Las secuencias de los primers se especifican en el Anexo 2. 
 
Protocolos de amplificación: 
 
Región 5' de HBB  Región 3' de HBB 
ADN 150 - 300 ng  ADN 150 - 300 ng 
 conc. final   conc. final 
Buffer 10X 1X  Buffer 5X 1X 
MgCl2  1,2 mM  MgCl2  1,85 mM 
dNTPs  200 μM  dNTPs  200 μM 
HBB-1F  25 pmol   HBBL3 35 pmol  
HBB-2R 25 pmol  HBB-4R 35 pmol 
Taq Polimerasa 
(INBIO HIGHWAY®) 
1 U 
 Go Taq® 
(Promega) 
1 U 
H2O  csp 50 μl  H2O  csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
Región 5' de HBB: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 
57 ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
Región 3' de HBB: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 
55 ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
La calidad de los productos amplificados se evaluó en geles de agarosa al 2%. 
 
3.2 Estudio de mutaciones que originan hemoglobinopatías estructurales  
3.2.1 Estudio de mutaciones que dan origen a variantes estructurales con patrones 
electroforéticos conocidos por PCR-RFLP 
Algunas de las variantes estructurales más frecuentes en nuestro medio, como la Hb S y Hb D, 
presentan patrones de migración característicos en la electroforesis de Hb (comparten una banda 
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intermedia entre Hb F y Hb A2 en medio alcalino, mientras que la Hb S permanece en el punto de 
siembra y la Hb D migra junto con la Hb A no glicosilada en medio ácido). 
Es posible corroborar la presencia de las mutaciones que dan origen a estos cambios por PCR y 
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) (Saiki y col. 1985), ya que ambas 
alteran el sitio de reconocimiento de enzimas de restricción.  
 Detección de Hb S 
La Hb S se origina por el cambio HBB:c.20 A>T, que modifica el codón 6 (GAG>GTG) y 
provoca el cambio del aminoácido glutámico por valina.  
La enzima DdeI reconoce la secuencia de nucleótidos TCGAG. La mutación provoca la pérdida 
de un sitio de reconocimiento de la enzima en el fragmento amplificado, como se muestra en la 
Figura 2.1. 
 
Figura 2.1: Mapa de restricción del producto de amplificación de la región 5' del gen HBB con la enzima 
DdeI, para la secuencia wild type y en presencia del cambio HBB:c.20 A>T 
 
 Detección de Hb D-Punjab  
La Hb D-Punjab o -Los Angeles se origina por el cambio HBB:c.364G>C, que modifica el codón 
121 (GAA>CAA) y provoca el cambio del aminoácido glutámico por glutamina.  
La enzima EcoRI reconoce la secuencia de nucleótidos GAATTC. La mutación provoca la 
pérdida del sitio de reconocimiento de la enzima en el fragmento amplificado, como se indica en 
la Figura 2.2. 
 
Figura 2.2: Mapa de restricción del producto de amplificación de la región 3' del gen HBB con la enzima 
EcoRI, para la secuencia wild type y en presencia del cambio HBB:c.364 G>C. 
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En ambos casos se usaron enzimas de restricción de Thermo Scientific Fermentas (Pittsburgh, 
PA, USA) y las reacciones se llevaron a cabo con el protocolo especificado por el fabricante.  
Los resultados fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa al 2%. 
 
3.2.2 Estudio de mutaciones que dan origen a variantes estructurales que no presentan patrones 
electroforéticos diferenciales, o que no afectan sitios de reconocimiento de enzimas de 
restricción 
Para estudiar la presencia de mutaciones que dan origen a cadenas de β-globina estructuralmente 
anómalas, los fragmentos de amplificación del gen HBB se sometieron a secuenciación 
automática por el método de Sanger. 
 
3.2.2.1 Purificación de productos de PCR 
Se evaluó la concentración de los productos amplificados por PCR por electroforesis en geles de 
agarosa al 2%. Los productos se purificaron con el kit “illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit” (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinham shire, UK). 
Procedimiento: 
a) Sembrar 100 μl del producto de PCR en un gel de agarosa al 2%  
b) Obervar los fragmentos en el transiluminador U.V. (BTS-20.S Uvitec Limited) y cortar 
con un bisturí la región que contiene el fragmento a purificar 
c) Tomar el bloque de agarosa cortado y colorcarlo en un tubo "eppendorf" previamente 
pesado. 
d) Pesar el tubo y por diferencia calcular el peso del fragmento: 
a. Para geles >2% se utilizan 60 μl de “Buffer de Captura” cada 10 mg de gel 
b. Para geles <2% se utilizan 30 μl de “Buffer de Captura” cada 10 mg de gel 
e) Incubar a 60ºC por 20 minutos homogeneizando cada 3 minutos 
f) Pasar el contenido a una columna de purificación dispuesta en un tubo 
g) Centrifugar 30 segundos a 13.000 rpm y descartar el filtrado 
h) Agregar 500 μl de “Solución de lavado” e incubar 1 minuto 
i) Centrifugar 30 segundos a 13.000 rpm y descartar el filtrado 
j) Agregar 50 μl de H2O bidestilada estéril e incubar 1 minuto a temperatura  ambiente 
k) Centrifugar 2 minutos a 13.000 rpm y conservar el eluído con la muestra a -20 ºC. 
 
3.2.2.2 Secuenciación 
Los productos purificados se enviaron a secuenciar con primers forward y reverse en ABI 
PRISM™ 3130XL genetic analyzer (Applied Biosystems, Seoul, Korea). Para secuenciar el 
fragmento 5' del gen se utilizaron los primers HBB-1F y HBB-2R; para el 3': HBBL3 y HBB-
3R. 
Los electroferogramas se sometieron a análisis bioinformáticos y se compararon con la 
Secuencia de Referencia.  
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3.3 Estudio de mutaciones β-talasémicas  
3.3.1 Estrategia de trabajo 
Debido a que las mutaciones β-tal son los cambios que prevalecen en nuestra población, se 
realizó una caracterización sistemática de familias portadoras de -tal. Se combinaron distintas 
estrategias en el siguiente orden:  
-secuenciación de la región 5´del gen HBB, donde mapean la mayoría de las mutaciones 
prevalentes 
-PCR-RFLP con la enzima RsaI (Thermo Scientific Fermentas Pittsburgh, PA, USA); las 
reacciones se llevaron a cabo con el protocolo especificado por el fabricante), a partir del 
producto de amplificación 3´del gen HBB, para investigar la mutación Int 2-745 (HBB:c.316-106 
C>G) (mutación más frecuente en la región 3' del gen) (Figura 2.3) 
-secuenciación de la región 3´ del gen, cuando no se pudo identificar las mutaciones por las 
estrategias previas. 
 
 
Figura 2.3: Mapa de restricción del producto de amplificación de la región 3' del gen HBB con la enzima 
RsaI, para la secuencia wild type y en presencia del cambio HBB:c.316-106 C>G. 
 
3.3.2 Mutaciones β-talasémicas Cd 39, IVS 1-110 e IVS 1-6 por Real Time PCR y detección con 
sondas Taqman
®
 
A partir de conocer la prevalencia de mutaciones β-tal en nuestra población, se desarrolló un 
método diagnóstico que permitiera detectar las mutaciones más frecuentes en forma rápida y 
accesible. Se implementó la detección de las mutaciones Cd 39, Int 1-110 e Int 1-6 por Real 
Time PCR. 
Las sondas Taqman
®
 se encuentran marcadas con un fluoróforo en el extremo 5´ y un quencher 
en el extremo 3´. Por su proximidad física, el quencher no permite que el fluorocromo 
“reportero” emita fluorescencia. Sin embargo, durante la etapa de annealing de la PCR, la sonda 
es capaz de unirse a su blanco complementario, que, se ubica dentro de la región delimitada por 
los primers. En la etapa de extensión, la ADN Polimerasa, por su capacidad exonucleasa, 
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hidroliza la sonda, separando el quencher del fluorocromo y permitiendo que este último emita 
fluorescencia. 
Con el objetivo de genotipificar las distintas muestras candidatas, se diseñaron 3 juegos de 
primers, para amplificar las diferentes regiones del gen HBB donde se ubican las distintas 
mutaciones y en, cada caso, una sonda complementaria al alelo wild-type y otra complementaria 
a la mutación. Las secuencias de los oligonucleótidos se presentan en el Anexo 2. 
Las sondas se marcaron con los reporteros FAM
TM
 y VIC
®
 en el extremo 5´ y como quencher en 
el extremo 3', se utilizó el sistema MGB y NFQ.  
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 25-50 ng 
 conc. final 
KAPA PROBE FAST Master Mix (2X) Universal 1X 
Primer F  25 pmol  
Primer R  25 pmol 
Sonda 1  4,5 pmol 
Sonda 2  4,5 pmol 
Rox de baja concentración (50X) 1X 
H2O csp 25 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI7500 (Applied Biosystems).  
Condiciones de amplificación: 
Desnaturalización inicial: 95 ºC 10 min., 40 ciclos: 95 ºC 15 seg., annealing/extensión: 60 °C 1 
min. 30 seg. 
 
3.3.3 Estudio de polimorfismos en el gen HBB 
La secuenciación del gen HBB permitió estudiar la distribución de distintos polimorfismos en 
muestras de de portadores de hemoglobinopatías y controles normales, en nuestra población. 
 
3.4 Estudio de deleciones en el cluster de β-globina 
3.4.1 Estudio de (δβ)0-talasemia, Variante Siciliana 
En pacientes con diagnóstico hematológico compatible con δβ0-talasemia, se estudió la Variante 
Siciliana, por estar descripta como la prevalente en nuestro país (Rossetti 2002), mediante PCR-
GAP. Se utilizaron tres primers (Viniou 1994) que permiten la amplificación diferencial de los 
alelos wild-type y delecionado. Las secuencias de los primers utilizados se detallan en el Anexo 
2. 
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Protocolo de amplificación: 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5X 1X 
dNTPs  200 μM 
Sic-F 60 pmol  
Sic-RN o Sic-RM 60 pmol  
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O  csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
Desnaturalización inicial: 95 ºC 2 min., 35 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 55 ºC 30 seg., 
extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
 
Análisis de los productos de amplificación 
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 2%  para poder evaluar la 
presencia o ausencia de la deleción según el tamaño de los fragmentos amplificados. Tamaño del 
fragmento wild-type (primers Sic-F y Sic-RN): 677 pb; Tamaño del fragmento delecionado 
(primers Sic-F y Sic-RM): 306 pb (Figura 2.4). 
 
 
Figura 2.4: Extensión de la deleción (δβ)0-tal, Variante Siciliana. Ubicación de los primers Sic-F, Sic-RN 
y Sic-RM en el cluster de β-globina 
 
3.4.2 Estudio de variantes de Hb Lepore 
Las Hb Lepore resultan de la fusión entre los genes HBD y HBB, producto de grandes 
deleciones, que son consecuencia de eventos de crossing-over desigual. Existen distintos puntos 
de recombinación, que dan origen a distintas variantes. La descripta como más frecuente en la 
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base HbVar Database, es la Hb Lepore-Boston-Washington, que se detectó principalmente en 
familias italianas.  
Por PCR-GAP, con los primers HBD-1F y HBB-2R, se amplificaron los alelos portadores de las 
deleciones y la posterior secuenciación (se procedió de acuerdo de la manera descripta en las 
secciones 3.2.2.1 y 3.2.2.2), permitió diferenciar las variantes. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5X 1X 
dNTPs  200 μM 
HBD-F1 25 pmol  
HBB-2R 25 pmol  
Taq Polimerasa (INBIO HIGHWAY®) 1 U 
H2O  csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 55 ºC 30 seg., 
extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
Análisis de los productos de amplificación  
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 2%. La presencia de una banda 
de 723/725 pb, indica la existencia de alguna de las deleciones descriptas. 
 
4. Estudio de variantes de secuencia (mutaciones y polimorfismos) en el cluster de α-globina 
 
A diferencia de lo que ocurre en el cluster de β-globina, las mutaciones más frecuentes en el 
cluster de α-globina son grandes deleciones, producto de rearreglos como consecuencia de 
crossing-over desigual. La búsqueda de la base molecular en individuos con sospecha de α-tal 
comienza por la detección de la deleción -3,7, que remueve una sola copia de gen HBA, ya que 
es la mutación α-tal prevalente a nivel mundial. 
Descartada la presencia de esta deleción (en estado hetero u homocigota), el fenotipo 
hematológico orientó la elección de las estrategias para continuar el estudio.  
En aquellos pacientes en que sospechó la pérdida funcional de una sola copia de genes HBA, se 
evaluó la presencia la deleción -4,2, de mutaciones puntuales en los genes HBA2 o HBA1 o del 
alelo αααanti3,7. 
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En fenotipos compatibles con α0-tal, se realizó el rastreo de grandes deleciones, teniendo en 
cuenta la ascendencia de los pacientes en estudio.  
A continuación, se describen las estrategias, usadas durante el desarrollo de este trabajo, para 
tipificar las distintas mutaciones. 
 
4.1 Estudio de deleciones  
4.1.1 PCR-GAP 
Inicialmente, se realizó un estudio exhaustivo de los primers para la amplificación de distintas 
deleciones α-tal descriptos en bibliografía, comparando sus secuencias con la Secuencia de 
Referencia NG_000006.1. En la mayoría de los casos existían discrepancias, por lo que se 
optimizaron los primers, corrigiendo las diferencias.  
Se usaron combinaciones de primers que permitieron amplificar las deleciones en paralelo a la 
secuencia normal del gen HBA2. 
Debido al alto porcentaje de identidad de secuencia a lo largo de todo el cluster HBA, que 
implica la amplificación de fragmentos de más de 1.500 pb para estudiar individualmente los 
distintos genes, y al alto contenido de GC del mismo (>70%), se utilizó una estrategia de PCR-
GAP con Hot Start.  
Se modificaron los protocolos publicados en la bibliografía a fin de usar la Taq polimerasa de 
uso corriente en el laboratorio en lugar de enzimas tipo Hot Start  para estudiar las deleciones     
-3,7, -4,2, --MEDI, -()20,5, --SEA y –FIL (Tan y col. 2001), y se diseñaron primers para la 
detección de la deleción --
SPAN
. Las secuencias de los primers utilizados están detalladas en el 
Anexo 2, su ubicación en el cluster de α-globina se muestra en la Figura 2.5. 
 
 
Karen G. Scheps  PACIENTES Y MÉTODOS 
73 
 
 
Figura 2.5: Esquema de las deleciones más frecuentes que afectan el cluster de α-globina y ubicación de 
los distintos primers que permiten estudiarlas. 
 
Protocolos de amplificación por PCR de las distintas deleciones: 
 
Amplificación de la deleción -3,7 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5 X 1X 
DMSO 8% 
dNTPs  200 µM 
HBA2-F 25 pmol 
HBA2-R  5 pmol 
-3,7R 30 pmol 
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O csp 50 μl 
 
 
Amplificación de las deleciones α0: --MEDI, -()20,5, --SEA, --FIL, --SPAN y -4,2 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5 X 1X 
DMSO 8% 
dNTPs  200 µM 
HBA2-F y HBA2-R 25 pmol 
Primers Deleción 25 pmol 
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
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Condiciones de amplificación: 
Deleciones -3,7 y -4,2: Desnaturalización inicial: 98 ºC 7 min., 35 ciclos: 97 ºC 45 seg.,  
annealing: 58 ºC 45 seg., extensión: 72 °C 2 min. 30 seg., extensión final 72 
0
C 10 min. 
La  Taq Polimerasa se agregó  al final de la desnaturalización inicial. 
Deleciones 0: Desnaturalización inicial: 98 ºC 7 min., 37 ciclos: 97 ºC 45 seg., annealing: 58 ºC 
45 seg., extensión: 72 °C 2 min., extensión final 72 
0
C 10 min. 
La  Taq Polimerasa se agregó  al final de la desnaturalización inicial. 
 
Análisis de los productos de amplificación 
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1%  para evaluar la presencia o 
ausencia de la deleción, según el peso molecular de los fragmentos amplificados. Los tamaños 
observados para las deleciones fueron: -3,7: 2.029 pb, -4,2: 1.628 pb, --MEDI: 807 pb, -()20.5: 
1.007 pb, --
SEA
: 1.349 pb, --
FIL
: 546 pb y –SPAN: 1.251 pb y para el fragmento correspondiente al 
gen HBA2: 1.803 pb. 
 
4.1.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification  (MLPA) 
Las muestras de pacientes, que presentaron fenotipos hematológicos compatibles con α0-
talasemia y en los que se habían descartado la existencia de las deleciones más frecuentes, se 
analizaron por la técnica de MLPA. 
El fundamento de la técnica consiste en la desnaturalización inicial del ADN genómico, que 
propicia la posterior hibridación de sondas específicas que mapean a lo largo de toda la región de 
interés abarcada por el kit y en regiones controles. Cada sonda se encuentra constituida por dos 
oligonucleótidos complementarios a secuencias blanco inmediatamente adyacentes (Figura 2.6). 
Una vez hibridados, los pares de sondas se someten a una reacción de ligación. Adicionalmente, 
las sondas cuentan con una  secuencia  complementaria a  primers  específicos que permiten 
amplificar el total de sondas adyacentes ligadas mediante PCR.  Entre la secuencia 
complementaria al ADN y la secuencia complementaria a los  primers,  las sondas presentan  una 
secuencia  "stuffer"  de tamaño variable que permite  diferenciar  los productos de amplificación 
por peso molecular.  Dichos productos son estudiados mediante electroforesis capilar y 
analizados posteriormente con softwares específicos. En el electroferograma resultante, cada 
pico representa un amplicón y el área de ese pico es proporcional a la cantidad de producto 
amplificado, que a su vez es proporcional a la cantidad de veces que la secuencia blanco se 
encontraba representada en el genoma estudiado. 
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Figura 2.6: Esquema de sondas utilizadas para ensayos de MLPA. Las líneas rojas representan las 
cadenas de la hebra del ADN. PF: secuencia complementaria al primer forward. PR: secuencia 
complementaria al primer reverse. 
 
Ante la presencia de una deleción, las sondas no encontrarán su región blanco para hibridar en el 
alelo mutado y por consiguiente, no habrá amplificación a partir del mismo. En caso de  existir  
grandes duplicaciones, la dosis de amplificación será superior  a la esperada, en contraste con 
muestras wild-type. De esta manera,  mediante el procesamiento y análisis comparativos de las 
muestras de pacientes con respecto a  muestras controles, así como  también evaluación y  
análisis de estándares internos, es posible definir dosis de las secuencias en estudio. 
Para los ensayos de MLPA se empleó  el kit  disponible comercialmente: “SALSA MLPA 
probemix P140-B4 HBA”, de MRC-Holland (Amsterdam, NL).  El kit contiene 26 sondas que 
hibridan  a lo largo de todo el cluster HBA  y sus regiones regulatorias (también incluye una 
sonda complementaria a la mutación puntual "Constant Spring" que afecta al gen HBA2), 11 
sondas de referencia, 4 sondas control de la cantidad de muestra, 3 sondas control de la 
eficiencia de desnaturalización y 2 sondas que hibridan en los cromosomas X e Y. Los tamaños y 
regiones donde mapean las sondas específicas se encuentran representadas en la Figura 2.7: 
 
 
 
Figura 2.7: Esquema de los sitios donde mapean las sondas que hibridan dentro del cluster de α-globina y 
sus regiones regulatorias, del kit SALSA MLPA probemix P140-B4 HBA. 
 
El protocolo de MLPA se llevó a cabo utilizando entre 200 y 500 ng de ADN de las muestras 
incógnitas y de los individuos control.  
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Las muestras se diluyeron en buffer TE y se trataron con RNAsa A (Promega, Madison, WI, 
USA) por recomendación del fabricante, ya que la presencia de ARNm de los genes HBA en 
muestras de sangre entera puede repercutir en los resultados. 
Los productos se analizaron mediante electroforesis capilar en un equipo ABI PRISM™ 3130XL 
genetic analyzer (Applied Biosystems, Seoul, Korea). El análisis de los datos se  realizó  con los 
programas Coffalyser.net y Gene Maker (versión 1.4).   
Para definir la dosis se realizaron dos tipos de normalizaciones:  
- Una intra-normalización para cada muestra, relacionando la dosis de las muestras que hibridan 
en el cluster de α-globina con las dosis de las sondas controles. 
- Una inter-normalización, comparando las dosis de cada sonda para cada muestra incógnita con 
las muestras controles. 
La disminución progresiva de señal de las sondas dentro de cada muestra en el  equipo  se 
corrigió por regresión simple. Los límites relativos de dosis normales se establecieron entre 0,75 
y 1,3. 
 
4.2 Estudio de mutaciones puntuales en los genes HBA 
4.2.1 Amplificación por PCR de los genes HBA2 y HBA1 
La amplificación diferencial de los genes HBA2 y HBA1 requiere ciertos recaudos, ya que 
presentan una alto grado de identidad de secuencia, desde la  región promotora hasta el final de 
la región codificante, por lo que la amplificación específica requiere situar los primers por fuera 
de estas regiones, lo que implica la amplificación de fragmentos grandes (HBA2: 1.803 pb y 
HBA1: 1.534 pb) y con alto contenido de GC. En consecuencia, se pusieron a punto reacciones 
basadas en  la estrategia de PCR Hot Start. 
Se utilizaron combinaciones de primers descriptos por Tan y col. (2001), Sutcharitchan y col. 
(2005), Lacerra y col. (2008) y Jorge y col. (2003), con el fin de amplificar los genes HBA2 y 
HBA1 y, a partir de estos productos, realizar la amplificación diferencial de cada exón por nested 
PCR para poder rastrear y validar mutaciones puntuales, y de estudiar las regiones 3' de estos 
genes (desde el exón 3 hasta la región intergénica, corriente abajo al fin de cada gen).  
 
Protocolos de amplificación por PCR de los genes HBA2 y HBA1: 
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Amplificación de los genes HBA2 y HBA1 y sus respectivas regiones 3'  
 
ADN 150 - 300 ng 
Buffer 5 X 10,0 µl 
DMSO 4,0 µl 
dNTPs  1,0 µl 
Primers específicos  0,5 µl 
Go Taq® (Promega) 0,2 µl 
H2O  csp 50 μl 
 
Amplificación por PCRs nested de los exones 1 y 2 de los genes HBA 
 
Producto PCR 0,2 μl 
Buffer 5 X 10,0 µl 
DMSO 4,0 µl 
dNTPs  1,0 µl 
Primers exones  0,5 µl 
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación 
HBA2 y HBA1: Desnaturalización inicial: 98 ºC 7 min., 35 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 57 
ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 8 min. 
La  Taq Polimerasa se agregó  al final de la desnaturalización inicial. 
Regiones 3' de HBA2 y HBA1 y PCR Nested de exones 1 y 2: Desnaturalización inicial: 98 ºC 7 
min., 35 ciclos: 97 ºC 45 seg., annealing: 58 ºC 45 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 
72 
0
C, 10 min. 
La  Taq Polimerasa se agregó  al final de la desnaturalización inicial. 
 
Análisis de los productos de amplificación 
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1% para los fragmentos de 1.803 
y 1.534 pb y al 2% para los fragmentos menores a 1.000 pb (exón 1: 378 pb, exón 2: 210 pb, 
región 3' HBA2: 338 pb, región 3' HBA1: 370 pb) con el fin de evaluar si el tamaño de los 
mismos era el esperado y si la amplificación fue específica. 
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4.2.2 Detección de mutaciones puntuales más frecuentes y otras variantes de secuencia por PCR-
RFLP 
Aunque las mutaciones más frecuentes que afectan a los genes del cluster HBA son grandes 
deleciones, existen mutaciones puntuales que disminuyen o anulan la síntesis de las cadenas de 
-globina. 
Como sucede con las deleciones, existe una distribución geográfica diferente para las distintas 
mutaciones puntuales. Según bibliografía, las más frecuentes en la población mediterránea son 
Hph, Nco y Hb Icaria (Ic). La mutación Constant Spring (CS), que afecta el codón de 
terminación de la traducción, presenta una alta frecuencia en individuos de ascendencia asiática. 
Al afectar estas mutaciones sitios de reconocimiento de distintas enzimas de restricción, es 
posible estudiarlas por PCR-RFLP. 
Asimismo, la enzima ApaI permite detectar la variante de secuencia patchwork α212. 
Todas estas variantes afectan al gen HBA2, por lo que su estudio comienza con la amplificación 
de este gen. 
 
 Nco: Mutaciones que alteran el codón de iniciación  
La enzima de restricción NcoI reconoce la secuencia de nucleótidos CCATGG. Existen distintos 
cambios descriptos que afectan al codón de inicio de la traducción, el que se presenta con mayor 
frecuencia en población mediterránea es HBA2:c.2T>G (Met>Arg) (Rossetti 2002). En presencia 
de la mutación, desaparece el sitio de restricción (Figura 2.8). 
 
Figura 2.8: Mapa de restricción del producto de amplificación del gen HBA2 con la enzima NcoI, para la 
secuencia wild type y en presencia de la mutación Nco. 
 
 
 Hph: Deleción HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG  
La enzima de restricción HphI reconoce la secuencia de nucleótidos GGTGA, ubicada en el 
extremo 5´ del intrón 1. En presencia de la deleción de 5 pb, desaparece este sitio de restricción 
(Figura 2.9).  
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Figura 2.9: Mapa de restricción del producto de amplificación del gen HBA2 con la enzima HphI, para la 
secuencia wild type y en presencia de la mutación HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG. 
 
 
 Ic: HBA2:c.427T>A (Stop>Lys) 
La Hb Icaria se produce por un cambio puntual que afecta el codón de terminación de la 
traducción. La enzima de restricción MseI (Tru1I) reconoce la secuencia de nucleótidos TTAA. 
Las mutaciones afectan segunda T de la secuencia que reconoce la enzima, por lo que desaparece 
el sitio de restricción (Figura 2.10). 
 
 CS: y HBA2:c.427T>C (Stop>Gln) 
La Hb Constant Spring, al igual que la anterior, afecta el codón de terminación de la traducción y 
en presencia de la mutación, también desaparece el sitio de restricción para MseI (Tru1I) 
(Figura 2.10). 
 
Figura 2.10: Mapa de restricción del producto de amplificación del gen HBA2 con la enzima Tru1I, para 
la secuencia wild type y en presencia de las mutaciones antisentido, como Ic y CS. 
 
 Patchwork 212 
A partir de la amplificación específica del gen HBA2 y digestión con la enzima de restricción 
ApaI, que reconoce la secuencia GGGCCC, se puede poner en evidencia la presencia de de un 
alelo híbrido patchwork 212, que posee en los extremos las secuencias correspondientes al gen 
HBA2 y en el interior, secuencias propias del gen HBA1: en el intrón 2, la G de la  posición 
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c.301-25 presente en HBA2, es reemplazada por el octanucleótido  característico de HBA1 5'-
CTCGGCCC-3'. Este cambio genera un nuevo sitio de corte para la enzima (Figura 2.11).  
 
Figura 2.11: Mapa de restricción del producto de amplificación del gen HBA2 con la enzima ApaI, para 
los alelos wild type y Patchwork α212. 
 
Se usaron las enzimas NcoI, Tru1I y ApaI de Thermo Scientific Fermentas (Pittsburgh, PA, 
USA) y HphI de New England Biolabs (Ipswich, Ma, USA). Las reacciones se llevaron a cabo 
según el protocolo especificado por los fabricantes.  
 
4.2.3 Rastreo de mutaciones puntuales por PCR- Single Strand Conformation Polymorphism 
(SSCP) 
En pacientes en los que se sospechaba la presencia de mutaciones puntuales en los genes HBA, 
se procedió al rastreo de variantes de secuencia por la técnica de  SSCP (Perry 1999). 
El principio de esta técnica es la variación en la movilidad electroforética de fragmentos cortos 
de ADN simple cadena debido a cambios de secuencias de una o más bases, en geles no 
desnaturalizantes de poliacrilamida. 
La técnica posee una sensibilidad que varía con el tamaño del fragmento estudiado (es sensible 
para fragmentos entre 200 y 300 pb) y la ubicación de los cambios en el mismo. Es una técnica 
de rastreo, ya que sólo permite poner en evidencia la existencia de una variación en la secuencia 
responsable de cambios en los patrones de migración. Para conocer la naturaleza de dicha 
variación es preciso confirmar la presencia del cambio por secuenciación.  
Se analizaron los productos de amplificación de los exones 1 y 2 de los genes HBA2 y HBA1, así 
como las regiones 3' de cada uno de los genes. En estos casos, la técnica PCR-SSCP sirvió tanto 
para el rastreo de mutaciones y polimorfismos como para realizar estudios poblacionales de 
variantes detectadas. También se estudiaron los fragmentos resultantes de la digestión del 
amplicón de 1.803 pb de HBA2 digerido con la enzima de restricción TaqI, a fin de obtener 
fragmentos de tamaños que pudieran analizarse por esta técnica (Figura 2.12). 
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Figura 2.12: Esquema de los sitios de corte de la enzima de restricción TaqI en el producto de 
amplificación de HBA2 
 
A continuación, se detalla el protocolo. 
 
Procedimiento: 
a) Preparación de geles de poliacrilamida: 
Se utilizó una relación de acrilamida:bisacrilamida de 29:1. Los geles se realizaron al 8% 
(exones 1 y 2 y regiones 3') y al 10% (fragmentos de digestión con Taq I) con o sin glicerol, a fin 
de intentar evidenciar distintos cambios de secuencia en las distintas condiciones. 
i. Mezclar 8 ml (8%) o 10 ml (10%) de la solución stock de acrilamida:bisacrilamida (29:1) 
con 3 ml de TBE 10X y 3 ml de glicerol (en caso de realizarse la corrida en presencia de 
glicerol) y llevar a volumen final de 30 ml con  H2O milli-Q 
ii. Agregar, para la reacción de polimerización, 30 μl de Temed (N, N, N', N' 
tetrametiletilendiamina) y 60  μl de persulfato de amonio (500 mg/ml) a la mezcla  
iii. Acondicionar vidrios con alcohol y disponer sobre ellos separadores de acrílico en los 
bordes laterales e inferior, de manera de contener la mezcla durante la polimerización y 
un peine en el borde superior, para procurar el espacio para la siembra posterior.  
b) Acondicionamiento de muestras para la siembra: 
i. Incorporar el buffer de siembra al producto de PCR en una relación 3:5  
ii. Desnaturalizar las muestras a 80 ºC durante 3 minutos  
iii. Colocar las muestras en hielo  hasta el momento de la siembra. 
c) Electroforesis: 
La electroforesis vertical de geles de poliacrilamida se realizó a 4 ºC, por 20 horas y con un 
voltaje de 160V, en buffer TBE 1X. 
d) Revelado: 
Los geles se revelaron mediante  tinción con AgNO3 para visualizar las bandas. 
i. Desmontar los vidrios y sumergir el gel por 6 minutos en 250 ml de la solución fijadora 1 
ii. Descartar solución y agregar otros 250 ml de solución fijadora durante 6 minutos 
iii. Descartar la solución y sumergir  el gel en 500 ml de la solución  2  durante 20 minutos 
(procurar que el gel deshidratado se sumerja bien en la solución de tinción) 
iv. Descartar la solución y lavar el gel con H2O milli-Q  
v. Descartar el agua de lavado y agregar 500 ml de la solución  3 agitando suavemente hasta 
visualizar las bandas. 
 
4.2.4 Detección de mutaciones puntuales por PCR-secuenciación 
Muestras que presentaron un patrón electroforético anómalo en el SSCP o en las que se 
sospechaba la presencia de cambios puntuales talasémicos o causantes de una hemoglobinopatía 
estructural se secuenciaron. Para ello, se procedió de la manera indicada en las secciones 3.2.2.1 
y .2. Los fragmentos purificados se secuenciaron con los primers forward y reverse utilizados 
para su amplificación. 
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4.3 Estudio de copias extra de genes HBA 
Los mismos eventos de crossing-over desigual que dan lugar a deleciones, generan inserciones.  
 
4.3.1 Estudio de las inserciones anti3,7 y anti4,2 por PCR alelo-específica 
Los alelos anti3,7 y anti4,2 que se generan en el mismo evento mutacional, como 
contrapartida de las deleciones -3,7 y -4,2, pueden evidenciarse, utilizando los primers 
descriptos por Wang y col. (2003). Se amplificó en paralelo el gen HBA2 wild-type (1803 pb). 
En el Anexo 2, se detallan los primers empleados para su estudio. 
 
Protocolo de amplificación de las inserciones de copias extra de genes HBA: 
 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5 X 1X 
DMSO 8% 
dNTPs  200 µM 
Primer forward 25 pmol 
Pprimer reverse 25 pmol 
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO SwiftTM Mini. 
Condiciones de amplificación:  
Alelos anti3,7 y anti4,2: Desnaturalización inicial: 98 ºC 12 min., 35 ciclos: 97 ºC 45 seg.,  
annealing: 58 ºC 50 seg., extensión: 72 °C 2 min. 30 seg., extensión final 72 
0
C 10 min. 
La  Taq Polimerasa se agregó  al final de la desnaturalización inicial. 
 
Análisis de los productos de amplificación 
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1%. La presencia del alelo 
anti3,7 correspondió a una banda de 1.939 pb y la del anti4,2, a una banda de 1.711 pb. 
 
4.3.2 Estudio de duplicaciones de genes del cluster HBA por MLPA 
En las muestras de pacientes en los que, por fenotipo clínico-hematológico, se sospechaba la 
asociación de mutaciones β-talasémicas con aumento de número de copias funcionantes de genes 
HBA (y en las que se descartaron las inserciones anti3,7 y anti4,2) se realizó el análisis con 
el kit SALSA MLPA probemix P140-B4 HBA, como fue especificado en el punto 4.1.2. 
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5. Caracterización de mutaciones no descriptas previamente  
5.1 Mutaciones puntuales nóveles 
Las variantes nóveles detectadas que alteraron la estructura de la cadenas de globina, se 
nombraron según el lugar de nacimiento de los pacientes afectados, como es característico para 
las hemoglobinopatías estructurales. 
  
5.1.1 Estudio poblacional de las variantes halladas, no descriptas en la literatura 
Se estudió la frecuencia de los cambios no descriptos previamente, en los que no se pudo 
corroborar a priori un efecto deletéreo, en al menos 100 alelos de controles. Las técnicas 
utilizadas fueron PCR-SSCP, PCR-RFLP y PCR-secuenciación, dependiendo de la variante de 
secuencia analizada. 
 
5.1.2 Clonado mediante pGEM
®
-T Easy Vector System en Escherichia coli DH5α 
Para el estudio mutaciones puntuales no descriptas previamente, identificadas por secuenciación, 
se procedió al clonado de productos de PCR para separar las cadenas wild-type y mutadas, 
utilizando el sistema de pGEM
®
-T Easy Vector System  (Promega, Madison, WI, USA) y 
bacterias competentes de la cepa DH5α  de Escherichia coli, (Genotipo DH5α:  F-  80dlacZ M15 
(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1hsdR17 (rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relA1).  
El vector  pGEM
®
-T  se comercializa linealizado con extremos protruyentes de timina, que 
facilitan el clonado de fragmentos  amplificados  por PCR con la enzima Taq polimerasa, que 
agrega durante la amplificación una adenina terminal que queda desapareada. (Figura 2.13). 
El vector otorga resistencia a ampicilina, lo que permite seleccionar las bacterias que 
incorporaron el vector, ya que adquieren la capacidad de crecer en un medio con este antibiótico; 
además, presenta un  sitio múltiple de clonado en el gen lacZ, que permite diferenciar los 
vectores autoligados de aquellos ligados con el inserto, mediante el crecimiento de colonias 
azules o blancas. Las primeras, resultan de la transformación con vector autoligado que  
restableció  la estructura del gen lacZ y por  ende, las bacterias son capaces de expresar β-
galactosidasa en presencia de Isopropyl  tiogalactósido (IPTG)  agregado al medio,  que actúa 
como inductor de la expresión del gen. La coloración  azul  es consecuente a la generación de 5-
bromo-4-cloro-3- hidroxiindol, el cual espontáneamente dimeriza y se oxida a 5,5'-dibromo-4,4'-
dicloro-índigo, producto del clivaje secundario de un análogo de galactosa  agregado  al medio: 
el  5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D- galactopiranósido (X-GAL).  
Las colonias blancas son resultado de la incorporación del inserto al vector, que interrumpe el 
gen lacZ. 
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Figura 2.13: Esquema del vector de clonación pGEM-T  Easy  vector.  Se encuentran  representados el 
mapa de restricción de enzimas de corte único y las secuencias funcionales de referencia. 
 
Los productos de amplificación se purificaron por columna para luego proceder a la ligación 
inserto-vector, transformación de bacterias competentes (E. coli DH5α)  y rastreo de colonias 
recombinantes. 
 
5.1.2.1 Purificación de Productos de PCR 
Se procedió de la forma indicada en 3.2.2.1. 
 
 5.1.2.2 Preparación de Bacterias Competentes: Método Químico de CaCl2 
Para tener una alta eficiencia de transformación, es necesario trabajar con bacterias que hayan 
sido previamente sometidas a un proceso de debilitación de su pared celular, lo cual posibilita un 
mayor ingreso de ADN foráneo dentro de las bacterias.  
 
Procedimiento: 
a) Descongelar bacterias DH5α (conservadas a -80 ºC) 
b) Agregar LB líquido hasta completar un volumen de 1,5 ml 
c) Estriar una placa de LB-agar sin ampicilina e incubar durante toda la noche  a 37 ºC 
d) Tomar una colonia aislada de bacterias DH5α, inocular en 2 ml de medio LB e incubar 
toda la noche en baño con agitación a 37 ºC y 150 rpm 
e) Tomar 500 μl del crecimiento bacteriano y agregarlo a 50 ml de LB (dil 1/100) 
f) Incubar 3 hs a 37 ºC y 150 rpm (llega a DO 0,4-0,6) 
g) Poner en hielo durante 20 minutos 
h) Centrifugar el cultivo en 2 tubos de 50 ml, colocando 25 ml de cultivo en cada uno,  
durante 10 min a 6.000 rpm en rotor SS34 a 4 ºC (Centrífuga Refrigerada Sorvall) 
i) Resuspender cada uno de los pellet en 12,5 ml de CaCl2 50 mM (Tomar la  precaución  de 
trabajar siempre en hielo) 
j) Juntar el contenido de los 2 tubos en 1 e incubar en hielo 10 min 
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k) Centrifugar 10 min a 6.000 rpm en rotor SS34 a 4 ºC (Centrífuga Refrigerada Sorvall). 
l) Resuspender el pellet en 4ml de CaCl2 50 mM y 1 ml glicerol 50% 
m) Alicuotar en tubos "eppendorf" de 1,5 ml en 200 μl por tubo 
n) Congelar a -80 ºC. 
Nota: Autoclavar las soluciones y los materiales y conservarlos estériles a temperatura ambiente.  
 
5.1.2.3 Ligación 
Para cada fragmento a clonar se ensayaron 2 relaciones de concentración Inserto:Vector, de 
manera de lograr la mayor eficiencia de transformación, con el siguiente protocolo: 
 
 Relación 
Inserto:Vector  3:1 
Relación 
Inserto:Vector  1:1 
Reactivo Volumen (μl) Volumen (μl) 
Buffer 10X T4 DNA Ligasa(Promega) 5 5 
ADN vector (50 ng/μL) 1 1 
ADN inserto 
(Producto de PCR purificado) 
2 (40 ng) 0,7 (13,3 ng) 
T4 Ligasa (Promega) 10 U/μl 1 1 
H2O bidestilada csp 10 csp 10 
 
Se mezcló suavemente e incubó durante toda la noche a 4 ºC. 
 
5.1.2.4 Transformación por el método de shock térmico 
a) Colocar 2 μl de la ligación en un tubo "eppendorf" de 1,5 ml 
b) Descongelar  las bacterias competentes DH5α,  conservadas a  –70 ºC, en hielo y adicionar 
cuidadosamente 50 μl en los tubos que contienen la ligación 
c) Mezclar muy suavemente e incubar 30 minutos en hielo 
d) Incubar a 42 ºC por 1 minuto y mantener en hielo 2 minutos 
e) Adicionar 900 μl de medio LB sin antibiótico a temperatura ambiente 
f) Incubar 1 hora en un baño a 37 ºC con agitación de 150 rpm 
g) Colocar  150 μl de cada producto de ligación en placas de Petri con LB -agar / Ampicilina  
(100 μg/μl)  / IPTG (0,1M)/ X-Gal (50 mg/ml) 
h) Incubar durante toda la noche en estufa a 37 ºC. 
 
5.1.2.5 Amplificación de bacterias recombinantes 
A partir de  los cultivos en medio sólido, tomar con ansa ojal algunas colonias aisladas blancas 
(recombinantes con inserto), hacerlas crecer en Erlenmeyers acondicionados con 20 ml LB y 
Ampicilina (100  g/ml), e incubar a 37  ºC en baño con agitación  a 150 rpm durante toda la 
noche.  
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5.1.2.6 Purificación de plásmidos 
 Se usó el kit  “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega, Madison, WI, 
USA) 
 
Procedimiento: 
a) Centrifugar 2 ml del crecimiento bacteriano durante 5 minutos a 5.000 rpm 
b) Descartar el sobrenadante y  agregar al  pellet  de bacterias 250 μl de la solución buffer de 
suspensión celular (G1) conteniendo ARNasa A y resuspender las células 
c) Agregar 250 μl de la solución de lisis celular (G2) y 10 μl  de  Proteinasa  K.  Mezclar por 
inversión 5 veces suavemente. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente 
d) Agregar  350 μl  de  buffer  de neutralización (G3) y mezclar inmediatamente por inversión 
5 veces. Centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm 
e) Colocar cada columna en un tubo de 2 ml y cargar el sobrenadante del paso anterior en la 
columna 
f) Centrifugar 1 minuto a 12.000 rpm. Descartar el eluído 
g) Agregar 500 μl de buffer de lavado (GX), e incubar 1 minuto a temperatura ambiente 
h) Centrifugar 1 minuto a 12.000 rpm. Descartar el eluído 
i) Agregar 700 μl de buffer de lavado (GX), e incubar 1 minuto a temperatura ambiente 
j) Centrifugar 1 minuto a 12.000 rpm. Descartar el eluído 
k) Colocar la columna en el tubo de recuperación y agregar 50 μl de H2O bidestilada 
l) Incubar 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar 2 minutos a 12.000 g 
m) Realizar  una  electroforesis  de  2 μl de la elución en  un  gel de agarosa al 1% con 
Bromuro de etidio (10 mg/ml), de manera de analizar la calidad y pureza del ADN 
plasmídico. 
 
5.1.2.7 Verificación de clones portadores de inserto 
La presencia del inserto se verificó adicionalmente por digestión con la enzima EcoRI (Thermo 
Scientific Fermentas, Pittsburgh, PA,USA), siguiendo el protocolo especificado por el fabricante, 
y electroforesis en gel de agarosa al 1%. 
 
5.1.3 Predicciones bioinformáticas de las mutaciones halladas 
Los análisis  bioinformáticos permiten predecir los efectos las variantes de secuencia observadas 
y brindan mecanismos para explicar los fenotipos observados. Para evaluar el potencial impacto 
de los cambios hallados, se  recurrió a  diferentes análisis informáticos con el objetivo de 
caracterizarlos, detallados en la sección 8 de este capítulo.  
 
5.2 Caracterización de grandes deleciones e inserciones 
Se identificaron distintas deleciones y duplicaciones en los genes de HBA mediante MLPA; 
debido a las limitaciones de la técnica, sus bordes no pueden ser delimitados. Con el fin de 
caracterizar estas alteraciones, así como intentar brindar métodos alternativos para su detección, 
se utilizaron distintas estrategias. 
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5.2.1 Caracterización de la posible deleción --
CAL
/-- 
CAMP
 
En varios pacientes estudiados por MLPA se observó una deleción que, en función de la 
ubicación de las sondas que marcaron los extremos de la misma, podría presentar un tamaño 
similar a la descripta en población calabresa --
CAL
, cuyos límites fueron actualizados por A. 
Blattner y col. (2013) y con la deleción descripta en la región de Campania, --
CAMP
, de tamaño y 
localización prácticamente idénticos a los límites modificados de la --
CAL
. 
Utilizando los primers diseñados por Sessa y col. (2010) se implementó una estrategia de PCR-
GAP para corroborar la presencia de esta deleción en muestras candidatas y mediante 
secuenciación, caracterizar  y delimitar la mutación observada en nuestra población. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5X 1X 
DMSO 6% 
dNTPs  200 μM 
CAMF 40 pmol  
CAMR-N 40 pmol  
CAMR-M 40 pmol  
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O  csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
Desnaturalización inicial: 98 ºC 12 min., 35 ciclos: 97 ºC 45 seg., annealing: 62 ºC 50 seg., 
extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 10 min.  
La  Taq Polimerasa se agregó  al final de la desnaturalización inicial. 
 
Análisis de los productos de amplificación 
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 2%. 
Tamaño del fragmento wild-type (primers CAMF-CAMR-N): 777 pb; Tamaño del fragmento 
delecionado (primers CAMF-CAMR-M): 836 pb para deleción --
CAL
 y 860 pb para –CAMP, según 
lo descripto en la bibliografía. 
 
5.2.2 Caracterización de la deleción de la región regulatoria HS-40  
Las sondas del kit “SALSA MLPA probemix P140-B4 HBA” que hibridan con la región 
regulatoria MCS-R2 (o HS-40), se encuentran separadas por 60,2 y 29,3 kb de las siguientes 
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sondas ubicadas hacia 5' y 3', respectivamente, lo que implica buscar los límites de la deleción en 
una región de 90 kb. Se han descripto numerosas deleciones que abarcan la región regulatoria, 
aunque no siempre figuran sus límites en las bases de datos. 
Se probó la amplificación del alelo mutado por PCR-GAP, combinando distintos primers 
disponibles y la presencia de la deleción  (αα)ZW, con los primers diseñados por Viprakasit y col. 
(2006).  
 
5.2.3 Caracterización de una nueva deleción con tamaño entre 10,2 y 14,2 kb  
Para poder corroborar los bordes de esta deleción α0-tal previamente no descripta, se utilizaron, 
combinaciones de los primers utilizados en las PCR-GAP diseñados por Tan et al y en el estudio 
de la deleción (αα)ZW. 
También se diseñaron primers, ubicados entre las últimas sondas que hibridaron con regiones 
delecionadas y las primeras sondas que amplificaron normalmente hacia las regiones 5' y 3' 
respectivamente. Las secuencias de los primers se detallan en el Anexo 2. 
El producto de amplificación se secuenció, como está explicado en la sección 3.2.2.1 y .2 con los 
primers forward y reverse utilizados para su amplificación: 2503F y 2501R. 
 
5.2.4 Hibridación in Situ Fluorescente (FISH) 
Algunas de las deleciones y duplicaciones observadas por MLPA se intentaron visualizar 
mediante la técnica de FISH, de manera de poder brindar una manera alternativa de diagnóstico 
de estas alteraciones, que presenta la ventaja de poder realizarse a partir de una única célula, 
teniendo aplicación para diagnóstico pre-implantatorio a futuro. Para el desarrollo de esta 
estrategia se contó con la colaboración de la División Genética, del Hospital de Clínicas “José de 
San Martín, de la Universidad de Buenos Aires. 
A partir de sangre periférica de los pacientes, se realizó la Hibridación in Situ Fluorescente 
(FISH) utilizando el ToTel Vysion Multi-color FISH Probe Panel, que posee  sondas 
específicas para cada región subtelomérica de ambos brazos de cada cromosoma. En este caso se 
utilizó el Mix correspondiente a la región sondas subteloméricas (SST) del cromosoma 16 y se 
evaluó el número de señales fluorescentes en  metafases y núcleos en interfase. Se consideraron 
positivas las señales fluorescentes de tamaño e intensidad similares. 
La sonda que mapea en 16p es la TelVysion 16p, de 110 kb.  
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5.2.5 Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) 
Para la caracterización de grandes deleciones y duplicaciones halladas se contó con la 
colaboración del equipo liderado por el Dr. Pablo Lapunzina en el INGEMM (Instituto de 
Genética Médica y Molecular, del Hospital Universitario La Paz, de la Universidad Autónoma 
de Madrid, España). 
Con el fin de establecer los límites de grandes deleciones y duplicaciones que superaban el límite 
de detección del kit de MLPA (127,5 kb), se llevaron a cabo estudios de CGH por medio de 
arrays de SNPs con la plataforma CytoSNP850K(Illumina). Para su análisis bioinformático se 
empleó el algoritmo BeadArray v2 (BlueFuse Multi v3.3(12513)) y se estableció en 10 el número 
mínimo de sondas consecutivas para considerar una alteración en el número de copias. Con la 
resolución media del array de 1 SNP cada 2,5 kb se pueden detectar pérdidas o ganancias de 
material genómico de más de 25 kb.  
 
6. Estudio de modificadores de expresión 
La presentación clínica de los síndromes estudiados (especialmente de las β-tal y los síndromes 
falciformes) puede verse alterada por la presencia de mutaciones o variantes de secuencia que 
impacten en el desbalance de las cadenas de globina o en la concentración de las distintas 
fracciones de la Hb. Además, existen variantes de secuencia que pueden otorgar protección o 
predisposición a sufrir las distintas complicaciones acarreadas por estos cuadros. Por último, 
distintas mutaciones pueden tener efectos sutiles en el fenotipo, pero ser capaces de enmascarar 
signos bioquímico-clínicos, dificultando el diagnóstico de estos cuadros. 
En consecuencia, se estudiaron: 
- el gen KLF1 que codifica el factor de transcripción eritroide implicado en el silenciamiento de 
los genes HBG y en la activación de la transcripción del gen HBB durante el segundo evento de 
switch del cluster de β-globina. 
- 3 Quantitative Trait Loci (QTLs) validados en distintas poblaciones, asociados al aumento de 
los niveles circulantes de Hb F, dado que las cadenas de γ-globina son parcialmente capaces de 
suplantar a las cadenas de β-globina en defecto en las β-talasemias, o excluir del tetrámero a la 
Hb S en síndromes falciformes, lo que atenúa el fenotipo en ambas situaciones.  
- la región promotora del gen HAMP, que codifica para hepcidina, el principal péptido implicado 
en la absorción del hierro, ya que variantes que alteren la expresión de este gen podrían impactar 
sobre las complicaciones en pacientes con cuadros de NTDT y talasemia mayor. 
- el gen HBD, ya que variantes de secuencia que disminuyan su expresión pueden enmascarar 
mutaciones β-tal al no registrarse aumento de la Hb A2.  
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6.1 KLF1 
El factor de transcripción KLF1 regula la expresión de genes que codifican para proteínas 
involucradas en la formación de eritrocitos funcionales, entre los cuales se destacan: HBB, 
HBA2, HBA1, AHSP y BCL11A. Se describieron distintas variantes de secuencia en este gen, que 
impactan de manera particular en algunas de las funciones que ejerce KLF1. Al menos 20 
variantes se encuentran implicadas en HPFH, con un modo de herencia mendeliano. 
Asimismo, se reportó la presencia de variantes de secuencia en el gen KLF1 asociados con 
niveles borderline o levemente elevados de HbA2 (Perseu y col. 2011), lo que podría explicar 
estos valores en pacientes en los que no se registren mutaciones β-tal. 
Para estudiar este gen, se utilizaron los primers diseñados por Singleton y col. (2008). Las 
secuencias se detallan en el Anexo 2. 
Se probaron distintas combinaciones de primers, de manera tal de amplificar el gen en la menor 
cantidad de fragmentos posibles. 
La combinación de los primers KLF0F con KLF2R permitió amplificar un fragmento de 2.188 
pb que abarcó desde la posición c.-286 en la región promotora hasta c.913+78 en el intrón 2, y 
KLF3F con KLF3R, permitió amplificar un producto de 538 pb, desde c.856 en el exón 2  hasta 
c.*48, en la región 3' UTR. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
KLF0F-KLF2R  KLF3F-KLF3R 
ADN 150 - 300 ng  ADN 150 - 300 ng 
 conc. final   conc. final 
Buffer 5X 1X  Buffer 5X 1X 
DMSO 8%  DMSO - 
dNTPs  200 µM  dNTPs  200 µM 
KLF0F  20 pmoles  KLF3F 30 pmoles 
KLF2R 20 pmoles  KLF3R 30 pmoles 
Go Taq® (Promega) 1 U  Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O  csp 50 μL  H2O  csp 50 μL 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
KLF0F-KLF2R: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 60 
ºC 30 seg., extensión: 72 °C 2 min. 30 seg., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
KLF3F-KLFR3: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 64 
ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
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La calidad de los productos amplificados se evaluó en geles de agarosa al 1%, para el amplicón 
producto del uso de los primers KLF0F-KLF2R (2.188 pb) y al 2% para el fragmento 
amplificado con KLF3F-KLF3R (538 pb). 
 
Análisis de los productos amplificados por secuenciación 
Los productos se sometieron a secuenciación por el método de Sanger, como se especifica en 
3.2.2.1 y .2. El fragmento KLF0R2 se secuenció con los primers F0, F1 y R2, mientras que 
KLF3R3 se secuenció con los primers KLF3F y 3R. 
 
6.2 QTLs asociados al aumento de los niveles circulantes de Hb F  
La producción de Hb F en la vida posnatal es un rasgo complejo que presenta una alta 
heredabilidad (h
2
~0,89). Esto significa que los factores genéticos contribuyen en un 89% en la 
variabilidad de los niveles de células F y Hb F (Thein y Menzel 2009). Como se mencionó en la 
introducción, hasta el momento se identificaron 3 loci que explicarían un 20-50% de la 
variabilidad del rasgo (Badens y col. 2011), validados en múltiples estudios y distintas 
poblaciones: la región promotora de HBG2 en 11p15.5, la región intergénica de HBS1L-MYB en 
6q23.3 (en la que existen sitios de unión para factores que regulan la expresión de MYB) y el gen 
BCL11A en 2p16.1.  
 
6.2.1 Caracterización del polimorfismo rs7482144 en la región promotora de HBG2 
El polimorfismo rs7482144 fue el primer locus asociado a HPFH heterocelular y a niveles 
aumentados de esta fracción en pacientes con drepanocitosis y β-tal.  
Esta variante explicaría entre un 2 y un 10% la variación en los niveles de Hb F, dependiendo de 
la población.  
A pesar que las hipótesis con más consenso en la actualidad sugieren que no sería la variante por 
sí misma la que impactaría sobre los niveles de Hb F, si no que estaría en desequilibrio de 
ligamiento con otra variante corriente abajo al gen HBG1 (rs10128556) (Galarneau y col. 2010), 
siguen publicándose estudios en distintas poblaciones donde se correlaciona el SNP con 
severidad de distintas hemoglobinopatías. 
El polimorfismo se ubica en la posición -158 del promotor de HBG2 (HBG2:c.-211). El alelo T 
es el asociado a aumento de Hb F. La transición C>T, crea un sitio de reconocimiento para la 
enzima XmnI, por lo que este polimorfismo es conocido como XmnI-HBG2 (Figura 2.14). 
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Figura 2.14: Mapa de restricción del producto de amplificación de la región promotora del gen HBG2 
con la enzima XmnI, para la presencia de las variantes C y T en la posición HBG2:c.-211. 
 
Para estudiarlo, se amplificó por PCR un fragmento de 657 pb de la región promotora del gen 
HBG2 con los primers HBF-F y HBF-R (Anexo 2) según las secuencias publicadas por Nemati y 
col. (2010). El primer HBF-R se modificó, adecuándolo a la Secuencia de Referencia. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5X 1X 
dNTPs  200 μM 
HBF-F 50 pmol  
HBF-R 50 pmol 
Go Taq® (Promega) 1 U 
H2O  csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
Región Promotora de HBG2: Desnaturalización inicial: 94 ºC 3 min., 35 ciclos: 94 ºC 45 seg.,  
annealing: 53 ºC 50 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
La calidad de los productos amplificados se evaluó en geles de agarosa al 2%. 
 
El producto de amplificación se digirió con la enzima XmnI (New England Biolabs, Ipswich 
MA, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante y los resultados fueron evaluados por 
electroforesis en geles de agarosa al 2%. 
En los casos en que se secuenció el fragmento de amplificación, se procedió como en 3.2.2.1 y 
.2. 
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6.2.2 Caracterización del polimorfismo rs4895441 A>G en la región intergénica entre los genes 
HBS1L y MYB, en el cromosoma 6q23-q24 
Los estudios de GWAS también revelaron la asociación de niveles aumentados de Hb F con 
distintos polimorfismos en la región ubicada entre los genes HBS1L y MYB, en 6q23-q24. Se 
postuló que esta región se encuentra implicada en la regulación del gen MYB, cuyos niveles de 
expresión se relacionan inversamente con la producción de Hb F. 
Los distintos polimorfismos hallados se ubican en bloques de desequilibrio de ligamiento. El 
segundo bloque (HMIP-2) de 24 kb, concentra las variantes con mayor efecto (Wahlberg y col. 
2009).  
Se eligió caracterizar el polimorfismo rs4895441 (cambio A>G), ubicado en HMIP-2,  por 
encontrarse validada su asociación a niveles elevados de Hb F en población europea y por haber 
sido implicado en atenuación de la severidad clínica de talasemias (Danjou y col. 2012). 
Las detección de esta variante se llevó a cabo por Real Time PCR y detección con sondas 
TaqMan
®
. Las secuencias de los oligonucleótidos se presentan en el Anexo 2. 
Las sondas se marcaron con los reporteros FAM
TM
 y VIC
®
 y en el extremo 3’, como quencher, 
se utilizó el sistema MGB y NFQ. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 25-50 ng 
 conc. final 
KAPA PROBE FAST Master Mix (2X) Universal 1X 
HIMP41-F  25 pmol  
HIMP41-R  25 pmol 
Sonda: rs4895441-A  4,5 pmol 
Sonda: rs4895441-G  4,5 pmol 
Rox de baja concentración (50X) 1X 
H2O csp 25 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI7500 (Applied Biosystems).  
Condiciones de amplificación: 
Desnaturalización inicial: 95 ºC 10 min., 40 ciclos: 92 ºC 15 seg., annealing/extensión: 60 °C 1 
min. 30 seg. 
 
6.2.3 Caracterización del polimorfismo rs11886868 A>G en el intrón 2 del gen BCL11A 
Mediante GWAS, se identificó un locus que presentó una alta asociación con niveles elevados de 
Hb F, en el intrón 2 del gen BCL11A, en 2p16.1, en el que se hallaron distintos SNPs, que al 
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igual que lo descripto para la región intergénica HBS1L-MYB, se encontraron en bloques de 
desequilibrio de ligamiento. La cromatina de esta región presenta marcas características de 
enhancer y sería capaz de interactuar con la región promotora del gen (Bauer y col. 2013). 
Si bien varios polimorfismos en la región mostraron una asociación fuerte con el rasgo (algunos 
inclusive se encuentran en los bloques mencionados de desequilibrio de ligamiento), se eligió 
caracterizar  la variante rs11886868 (cambio A>G) por estar validada su asociación con el 
aumento de los niveles de HbF en poblaciones mediterráneas y por haber sido estudiado en la 
atenuación de cuadros talasémicos en pacientes de Cerdeña (Galanello y col. 2009; Badens y col. 
2011). 
Las detección de esta variante se llevó a cabo por Real Time PCR y detección con sondas 
TaqMan
®
. Las secuencias de los oligonucleótidos se presentan en el Anexo 2. 
Las sondas se marcaron con los reporteros FAM
TM
 y VIC
®
 y en el extremo 3’, como quencher, 
se utilizó el sistema MGB y NFQ. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 25-50 ng 
 conc. final 
KAPA PROBE FAST Master Mix (2X) Universal 1X 
BCL11A68-F  25 pmol  
BCL11A68-R 25 pmol 
Sonda: rs11886868-A 4,5 pmol 
Sonda: rs11886868-G  4,5 pmol 
Rox de baja concentración (50X) 1X 
H2O csp 25 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI7500 (Applied Biosystems).  
Condiciones de amplificación: 
Desnaturalización inicial: 95 ºC 10 min., 40 ciclos: 92 ºC 15 seg.,  annealing/extensión: 60 °C 1 
min. 30 seg. 
 
6.3 Estudio de variaciones de secuencia en el gen HAMP 
El gen HAMP codifica el principal péptido regulador de la absorción del hierro. Puesto que 
muchos de los síndromes estudiados en esta tesis, presentan como complicación sobrecarga de 
este metal, se decidió estudiar variantes en este gen que otorgaran protección o predispusieran 
frente a este cuadro. 
Karen G. Scheps  PACIENTES Y MÉTODOS 
95 
 
Se amplificó la región promotora (662 pb, desde c.-719 hasta c.-57) de este gen con los primers 
diseñados por el Dr. Andreani y col., detallados en el Anexo 2 y se analizaron los polimorfismos 
rs10421768 (HAMP:c.-582 A>G) y rs142126068 (HAMP:c.-153 C>T) por RFLP. 
 
Protocolo de amplificación: 
 
ADN 150 - 300 ng 
 conc. final 
Buffer 5X 1X 
dNTPs  200 μM 
HAMP-F 25 pmol  
HAMP-R 25 pmol 
Go Taq® (Promega) 0,75 U 
H2O  csp 50 μl 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
 
Condiciones de amplificación: 
Región Promotora de HAMP: Desnaturalización inicial: 94 ºC 3 min., 37 ciclos: 94 ºC 30 seg.,  
annealing: 55 ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 8 min. 
La calidad de los productos amplificados se evaluó en geles de agarosa al 2%. 
 
 rs10421768(c.-582 A>G)  
 Esta transición se asocia con predisposición a la sobrecarga de hierro en individuos con una 
patología de base (Andreani y col. 2009). 
El cambio genera la pérdida de un sitio de restricción para la enzima Eco72I (PmlI), que 
reconoce la secuencia CACGTG (Figura 2.15). 
 
 
Figura 2.15: Mapa de restricción del producto de amplificación de la región promotora del gen HAMP 
con la enzima Eco72I para los alelos A y G del SNP  rs1042176. 
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 rs142126068 (c.-153 C>T)  
La posición c.-153 está ubicada dentro del elemento de respuesta a BMP (ER-BMP) de la 
región promotora. La presencia del alelo T provoca un descenso en la tasa de transcripción del 
gen, altera la respuesta a IL-6 y previene la unión del complejo SMAD (1/5/8 y 4) al ER-BMP 
(Island y col. 2009). 
El cambio genera la pérdida de un sitio de restricción para la enzima HhaI, que reconoce la 
secuencia GCGC (Figura 2.16). 
 
Figura 2.16: Mapa de restricción del producto de amplificación de la región promotora del gen HAMP 
con la enzima HhaI, para los alelos C y T del SNP  rs142126068. 
 
Se usaron enzimas de restricción Thermo Scientific Fermentas (Pittsburgh, PA, USA) y las 
reacciones se llevaron a cabo según el protocolo especificado por el fabricante.  
Los resultados fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa al 2%. 
 
6.4 Estudio de variantes de secuencia en el gen HBD y su región promotora 
El principal apoyo del laboratorio hematológico para el diagnóstico diferencial de las β-tal, en 
los casos de anemias microcíticas e hipocrómicas, es la electroforesis de Hb, en la que suele 
observarse un aumento de la fracción de Hb A2.  
Mutaciones en el gen HBD o en su región promotora podrían disminuir la expresión de este gen, 
evitando el aumento secundario de Hb A2 en estos cuadros, dificultando la identificación de los 
portadores β-tal.  
Existen además, reportes de individuos con porcentajes aumentados de Hb A2 con una anemia 
muy leve de base, no atribuible a mutaciones β-tal, lo cual podría deberse a variantes activantes 
en HBD, aunque no fueron reportadas hasta el momento. 
Por otra parte, las electroforesis capilares de Hb son capaces de revelar la presencia de variantes 
de secuencia causantes de hemoglobinopatías estructurales de la Hb A2, visualizadas como una 
partición del pico correspondiente a esta fracción. Hasta el momento, no existe un reporte sobre 
estas variantes en el país. 
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Con el fin de estudiar este gen en pacientes candidatos, se utilizaron los primers diseñados por 
Pavlou y col. (2006), detallados en el Anexo 2, para estudiar las regiones codificantes del gen 
(Región 5': 950 pb, desde c.-136 hasta c.315+371; Región 3': 946 pb, desde c.315+265 hasta 
c.*184) y se diseñaron primers para amplificar la región promotora  (737 pb, desde c.-537 hasta 
c.93-21).  
 
Protocolo de amplificación: 
 
Región Prom. HBD  Región 5' de HBD  Región 3' de HBD 
ADN 
150 - 300 
ng 
 
ADN 
150 - 300 
ng 
 
ADN 
150 - 300 
ng 
 conc. final   conc. final   conc. final 
Buffer 10X 1X  Buffer 10X 1X  Buffer 5X 1X 
dNTPs  200 μM  dNTPs  200 μM  dNTPs  200 μM 
DMSO 6%  DMSO -  DMSO - 
HBD-F0  25 pmol  HBD-F1  30 pmol   HBD-F2 35 pmol  
HBD-R0 25 pmol  HBD-R1 30 pmol  HBD-R2 35 pmol 
Go Taq® 
(Promega) 
1 U  Go Taq® 
(Promega) 
1 U  Go Taq® 
(Promega) 
1 U 
H2O  csp 50 μl  H2O  csp 50 μl  H2O  csp 50 μl 
 
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador ESCO Swift
TM 
Mini. 
Condiciones de amplificación: 
Región Promotora de HBD: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg.,  
annealing: 55 ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
Región 5' de HBD: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 
50 ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
Región 3' de HBD: Desnaturalización inicial: 95 ºC 3 min., 37 ciclos: 95 ºC 30 seg., annealing: 
60 ºC 30 seg., extensión: 72 °C 1 min., extensión final 72 
0
C, 7 min. 
La calidad de los productos amplificados se evaluó en geles de agarosa al 2%. 
 
Los productos se sometieron a secuenciación por el método de Sanger, como se especifica en 
3.2.2.1 y .2. Los fragmentos se secuenciaron con los primers utilizados para la amplificación. 
 
7. Impacto de mutaciones en la expresión de los genes HBB y HBA 
A partir de la extracción de los ARNm de reticulocitos y otras células del paquete leucocitario, se 
intentó evaluar el impacto de diferentes mutaciones talasémicas en la cantidad de los mensajeros 
de los genes HBB y HBA. 
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Para ello, se puso a punto la extracción de ARN total a partir de sangre periférica con Trizol 
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), se retrotranscribieron los 
mensajeros y se amplificó el cDNA correspondiente a los genes HBB, HBA y ACTB, que 
codifica para β-actina. 
 
7.1 Extracción de ARN a partir de sangre periférica 
Procedimiento: 
a)  Tratar el material de vidrio y el papel de aluminio en estufa a 200 °C el por 8 horas, lavar 
con etanol 70% el material y la superficie de trabajo y autoclavar las soluciones y el 
material descartable por una hora a 1 atm 
b)  Recolectar 5 ml de sangre en tubo "falcon" libre de  RNasas con EDTA 5% 
c)  Agregar hasta el tope del tubo solución de lisis NH4Cl/NH4HCO3 
d)  Incubar a temperatura ambiente por  10 minutos 
e) Centrifugar a 2.000 rpm 10 minutos. Descartar el sobrenadante 
f)  Repetir los pasos b) a e) dos veces, tomando el recaudo de centrifugar a 1.000 rpm la 
segunda vez 
g)  Resuspender el pellet en 1 ml de buffer de lisis y transvasar a tubo "eppendorf" 
h)  Dar un centrifugación breve 
i) Extraer con pipeta el resto de buffer de lisis y el remanente de Hb 
j) Agregar  1 ml de Trizol 
k) Dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente 
l)  Agregar 200 μl de cloroformo ( relación 1:0,2 Trizol:cloroformo) 
m) Agitar vigorosamente y dejar reposar 2-3 minutos a temperatura ambiente 
n)  Centrifugar a 12.000 g a 4 °C, 15 minutos 
o)  Transferir el sobrenadante (sin interfase) a un tubo "eppendorf" limpio 
p)  Agregar 500 μl de isopropanol (relación 1:0,5 Trizol:isopropanol) 
q)  Incubar a temperatura ambiente 10 minutos. Visualizar el ARN como pellet gelificado en 
el fondo del tubo. 
r)  Centrifugar a 12.000 g a 4 °C, 10 minutos 
s)  Quedarse con el pellet de ARN 
t)  Lavar el pellet con 1 ml de etanol 75% (mantener reación 1:1 Trizol:etanol) 
u) Centrifugar a 7.500 g a 4 °C, 5 minutos 
v) Descartar el alcohol y dejar secar por 5-10 minutos. Alternativamente, a 65°C 5 minutos 
w) Resuspender el pellet en 30 a 50 μl de H2O bidestilada estéril. 
 
7.2 Evaluación de la calidad y concentración del ARN 
Se evaluó tanto la calidad como cantidad del ARN purificado mediante electroforesis horizontal 
de una alícuota de cada muestra en un gel de agarosa al 1%. El gel, el buffer de corrida y el 
buffer de siembra se prepararon en condiciones libres de ribonucleasas. 
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7.2.1 Preparación de geles de agarosa 
Procedimiento: 
a) Mezclar 0,35 g de agarosa  con 35 ml de buffer MOPS 1X 
b) Disolver calentando en horno de microondas o en baño maría hasta obtener una solución 
límpida. 
c) Una vez tibio, agregar 0,30 μl de bromuro de etidio (10 mg/ml) 
d) Volcar la solución en la gelera conteniendo el/los peine/s y dejar solidificar. 
 
7.2.2 Preparación, siembra y electroforesis de las muestras en geles de agarosa 
Procedimiento: 
a)  Sumergir el gel solidificado en la cuba de electroforesis horizontal, que contiene buffer 
de corrida MOPS 1X en cantidad suficiente para cubrirlo 
b)  Retirar el/los peine/s con cuidado para no romper las calles 
c) Mezclar 5 μl de muestra de ARN con 15 μl de de buffer de siembra (relación 1:3 v/v) 
d) Calentar a 60°C por 5 minutos y poner la muestra inmediatamente en hielo 
e)  Sembrar todo el volumen preparado (20 μl) en una calle libre del gel de agarosa al 1% 
f)  Proceder a la electroforesis de las muestras por 30 a 60 minutos con una diferencia de 
potencial de 2 volts/cm en una cuba de electroforesis horizontal. 
 
7.2.3 Semicuantificación del ARN obtenido y evaluación de su integridad 
Finalizada la corrida electroforética, se observó el gel en un transiluminador de luz U.V. (BTS-
20.S Uvitec Limited). Se identificaron las bandas correspondientes a las fracciones de ARN 
ribosomal 28S y 18S y se semi-cuantificó el ARN por comparación de la intensidad de 
fluorescencia emitida con un patrón de concentración conocida. 
 
7.3 Retrotranscripción de los ARN mensajeros 
Los ARNm fueron retrotranscriptos mediante la enzima MMLV-TR y utilizando random 
primers. 
Procedimiento: 
a) En un tubo "eppendorf" de 200 μl agregar: 
 ARN 10 µl 
 H2O 0,7 µl 
 Buffer RT 5X 4 µl 
 Random Primers 0,5 µl (3 µg/ µl) 
b) Mezclar en vortex e incubar 2 minutos a 70 ºC 
c) Centrifugar brevemente y pasar inmediatamente a hielo 
d) Agregar: 
 DTT 100 mM 0,8 µl 
 RNasin (40 U/ µL) 0,5 µl 
 dNTP 10 mM 2,0 µl 
 MMLV-TR (200 U/ µl)  
e) Incubar a 25 ºC por 10 minutos, luego a 37 ºC por una hora y finalmente, 5 minutos a    
90 ºC.  
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7.4 Estudio de los ARNm de los genes HBB y HBA 
 
El ADNc se amplificó con los primers descriptos por Newton col. (2006). 
Se intentaron poner a punto reacciones de PCR multiplex para evaluar la amplificación en 
paralelo de estos fragmentos, o de cada uno de los transcriptos en relación al ARNm de ACTB y 
poder evaluar abundancias relativas de los mensajeros provenientes de ambos genes, así como 
cambios en el peso molecular de los mismos.  
Las secuencias de los primers, se detallan en el Anexo 2. 
 
8. Herramientas bioinformáticas 
 
8.1 Secuencias de Referencia 
A partir del sitio web del National Center for Biotechnology Information (NCBI) se obtuvieron 
las Secuencias de Referencia nucleotídicas para los distintos genes que se analizaron: 
 HBB, HBG2 y HBD: NG_000007.3 
 HBA2 y HBA1: NG_000006.1 
 KLF1: NG_013087.1 
 BCL11A: NG_011968.1 
 HAMP: NG_011563.1 
Las secuencias de los ARNm se obtuvieron del mismo sitio y las secuencias de las proteínas 
codificadas, de la base UniProt 
La secuencia de la región intergénica HBS1L-MYB se obtuvo a partir del UCSC Genome 
Browser (Kent y col. 2002.), tomando en consideración la Secuencia de Referencia humana 
(GRCh37/hg19), publicada por el Genome Reference Consortium. 
 
8.2 Bases de datos  
Distintos grupos confeccionaron bases de datos donde se encuentran indexadas mutaciones 
causantes de hemoglobinopatías, y donde también se registra información sobre sus efectos y 
frecuencia. Las que se utilizaron como referencia para este trabajo de tesis fueron: 
 HbVar Database (Patrinos y col. 2004) 
 Ithanet  (Kountouris y col. 2014) 
Asimismo, las variantes de secuencia analizadas se compararon con la base de datos de 
polimorfismos: 
 dbSNP (Sherry y col. 2001) 
Los números de referencia de los SNPs refieren al dbSNP Human Build 142. 
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8.3 Análisis de secuencias 
Las secuencias de los distintos genes se visualizaron y editaron con el programa Lasergene 
SeqBuilder 7.1.0 (DNASTAR, Madison, WI, USA). 
Los electroferogramas obtenidos a partir de la secuenciación automática de Sanger, se analizaron 
con los programas ChromasPro 1.32 (Technelysium, Pty Ltd, Australia)  y FinchTV 1.4.0. 
(Geospiza Inc., USA). 
Los alineamientos con las respectivas Secuencias de Referencias se realizaron usando la 
herramienta de NCBI, BLAST (Altschul y col. 1990). 
 
8.4 Diseño de oligonucleótidos 
Se utilizó el programa PrimerQuest
®
 (IDT, Coralville, USA) para el diseño de primers para las 
distintas reacciones de PCR. 
Para el análisis de las características del primer y su capacidad de formar estructura de horquilla, 
homo y heteroduplex, se utilizó el programa OligoAnalyzer
®
 3.1 (IDT, Coralville, USA). 
Para analizar la especificidad de los primers diseñados, se utilizaron las herramientas BLAST, 
BLAT (Kent 2002) y UCSC In-Silico PCR.  
Para el diseño de primers y sondas utilizados en la detección de mutaciones β-tal y 
genotipificación de SNPs por Real Time PCR se utilizó el programa Primer Design (Applied 
Biosystem). 
 
8.5  Análisis de mapas de restricción 
Para diseñar las estrategias de análisis de mutaciones y polimorfismos por PCR-RFLP, se 
analizaron los mapas de restricción las secuencias wild-type y las portadoras de las variantes con 
los programas NEBcutter V2.0 (Vincze y col. 2003) y Lasergene SeqBuilder 7.1.0 
(DNASTAR, Madison, WI, USA). 
 
8.6 Estudios bioinformáticos de los efectos de sustituciones nucleotídicas 
8.6.1 Análisis del grado de conservación evolutiva de la secuencia primaria proteica  
La conservación de aminoácidos entre las proteínas homólogas de distintas especies sería 
indicador de una importancia funcional de los mismos. 
Para evaluar el grado de conservación evolutiva  de los residuos aminoacídicos alterados como 
consecuencia de mutaciones o polimorfismos encontrados, se procedió al alineamiento múltiple 
de secuencias utilizando los programas MegAlign (DNASTAR, Madison, WI, USA) y Clustal 
Omega (Sievers y col. 2011). Para la  visualización y análisis de los resultados se utilizó Jalview 
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2.8.1 (Waterhouse y col. 2009). Esta plataforma es capaz de calcular scores de conservación 
aminoacídica a través de la herramienta JABAWS AACon Alignment Conservation Calculation 
Service.  
Para la evaluación de la conservación aminoacídica del factor transcripcional KLF1 se 
compararon las secuencias proteicas, obtenidas de NCBI,  de las especies Homo sapiens, Pan 
troglodytes, Pan paniscus, Gorilla gorilla gorilla, Pongo abelii, Papio anubis, Saimiri 
boliviensis boliviensis, Chlorocebus sabaeus, Macaca mulatta, Danio rerio, Bos taurus, 
Pteropus alecto, Lipotes vexillifer, Vicugna pacos, Ovis aries, Cavia porcellus, Canis lupus 
familiaris, Galeopterus variegatus, Orycteropus afer afer, Callorhinchus milii, Erinaceus 
europaeus y Caenorhabditis elegans. 
 
8.6.2  Análisis predictivo de la estructura secundaria proteica 
La predicción de la estructura secundaria de una proteína tiene como objetivo la deducción de la 
disposición espacial local de secuencias proteicas a partir de su estructura primaria.  El conjunto 
de algoritmos informáticos diseñados a tal efecto proponen predecir o asignar regiones como: 
probables α hélices, hebras β o enrollamiento al azar (random coil).  
Con el objeto de definir cambios en la estructura secundaria proteica como resultado los cambios 
encontrados, las secuencias wild-type y alteradas, se analizaron con el algoritmo Jnet v2.0, 
presente en el servidor Jpred3 (Cole y col. 2008), al que se accedió desde Jalview 2.8.1. 
 
8.6.3   Análisis predictivo de la estructura terciaria proteica: Modelado por homología 
Para poder realizar este tipo de análisis es necesario que la proteína a estudiar, haya sido 
cristalizada previamente, y así poder disponer de una "plantilla" sobre la cual analizar los 
cambios. La Hb A pudo ser cristalizada, tanto en sus formas oxi- como deoxigenada. KLF1 no 
presentó disponibilidad en base de datos de estructuras cristalográficas con identidad de 
secuencia aceptables para el posterior modelado, al momento de realizar este trabajo.  
Para la evaluación de sustituciones aminoacídicas en la cadenas de α- y β-globina, se utilizó 
como templado las estructuras 1HHO y 2DN1 (cristal de la Hb oxigenada). Los cambios se 
evaluaron con el programa FoldX 3.0 Beta3 (Van Durme y col. 2011) y como visualizador se 
utilizó YASARA Versión 12.10.39. 
Mediante este análisis se pueden obtener datos estructurales y termodinámicos teóricos 
relacionados con la proteína de interés. Esto permite inferir el potencial impacto de cambios en 
residuos aminoacídicos en la superficie molecular, en la superficie electrostática, accesibilidad al 
solvente y energía de minimización estructural, entre otros parámetros.  
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Mediante esta plataforma también puede calcularse la diferencia de energía libre entre la proteína 
mutante y la wild-type (ΔΔG(change) = ΔG(MT) - ΔG(WT)). Se consideran sustituciones no 
desestabilizantes aquellas que presentan ΔΔG<0 y desestabilizantes, las que exhiben ΔΔG>0. El 
margen de error de FoldX es de aproximadamente 0,5 kcal / mol. 
 
8.6.4 Análisis evolutivo-funcional de residuos 
Se utilizó el Evolutionary trace report maker (Mihalek y col. 2006) para inferir el 
comportamiento evolutivo de los aminoácidos que componen al factor KLF1 y a la cadena de β-
globina. Este análisis se basa en el método del Evolutionary trace (ET), que, a partir de la 
confección de árboles de familias de proteínas homólogas, determina los residuos sometidos a 
presión evolutiva y que además, al ser capaz de incorporar el papel que dicho residuo presenta en 
la estructura tridimensional de dichas proteínas, le permite asignar a cada aminoácido un grado 
de importancia relativa. 
Para el análisis se utilizaron el n° de acceso UniProt Q13351, para KLF1 y el archivo PDB 
1HHO (Estructura de la oxihemoglobina humana con resolución de 2,1 angstroms), para el 
análisis de la cadena de β-globina. 
 
8.6.5 Análisis predictivo del impacto sobre el fenotipo 
Se utilizó el servidor  Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) (Adzhubei y col. 2010), 
una herramienta que predice el impacto de una sustitución en la estructura y la función de una 
proteína humana en base a consideraciones físicas y comparativas.  
En este sentido, el programa  no califica la importancia del residuo en particular, sino la 
sustitución del mismo por otro, utilizando un clasificador probabilístico basado en el método de 
aprendizaje automático de máquinas de soporte  vectorial, optimizado por el análisis de alto 
rendimiento de los datos de secuenciación de nueva generación. 
Los recursos que utiliza provienen de bases de datos proteicas como  UniProtKB/UniRef100, de 
bases de datos de estructura como PDB Structure y bases de datos alta calidad alineamiento de 
secuencias múltiples, como UCSC MultiZ. 
Usa 2 sets de datos para el entrenamiento y el testeo de los modelos predictivos: el primero, 
HumDiv, confeccionado a partir de alelos mutados causantes de patologías con herencia 
mendeliana registrados en la base de datos UniProtKB, y tomando en cuenta las diferencias entre 
las proteínas humanas y sus homólogas en mamíferos, que se asumen como no dañinas. El 
segundo, HumVar, reúne todas las mutaciones causantes de patología en proteínas humanas 
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registradas en UniProtKB junto con SNPs no sinónimos (en los que el alelo minoritario tenga 
una frecuencia mayor al 1%), que son tratados como no dañinos. 
Para la predicción de sustituciones involucradas en patologías mendelianas, en la que es 
necesario evidenciar efectos drásticos, se recomienda elegir los modelos elaborados con el set de 
datos de HumVar. Para evaluar el rol potencial de variantes raras en fenotipos complejos, los 
modelos entrenados a partir del ser de datos de HumDiv sería el más apropiado. 
 
8.6.6 Análisis predictivo de los efectos sobre el splicing 
8.6.6.1 Análisis de predicción de sitios potenciadores de splicing exónico (ESE) 
Mediante la plataforma ESEfinder 3.0 (Smith y col. 2006) es posible detectar regiones de 
secuencia enhancer para el splicing (exonic splicing enhancers: ESE). 
Las regiones ESE son sitios de interacción específica con un  grupo  de proteínas denominado 
"SR" por presentar motivos ricos en arginina-serina. Esta familia de factores de splicing 
estructuralmente conservados, se caracterizan por presentar un dominio de reconocimiento de 
ARN altamente específico (dominio RRM) y un dominio C-terminal rico en dipéptidos de 
arginina-serina (dominio RS)  que es  responsable de la interacción con otras proteínas 
involucradas en la maquinaria de  splicing. La interacción de las SR con las regiones ESE es 
fundamental para el adecuado procesamiento del  ARNm, ya sea promoviendo el reclutamiento 
de la maquinaria de splicing o bien antagonizando la acción de elementos silenciadores. 
El ESEfinder 3.0 utiliza información obtenida a partir de datos empíricos que proporcionan 
motivos de secuencia que presentan características ESE, generados por el método funcional 
"systematic evolution of ligands by exponential enrichment" (SELEX)  (Chai y col. 2011). Estos 
ensayos proporcionan información de secuencias consenso que presentan motivos de unión a SR. 
Según la frecuencia de aparición de ciertos nucleótidos en posiciones específicas de ese motivo, 
se le asigna una puntuación o score que luego se utiliza para confeccionar una matriz de cálculo 
capaz de predecir regiones potencialmente ESE en secuencias incógnita. Actualmente, el 
programa busca motivos ESE correspondientes a 4 proteínas SR: SRSF1(SF2/ASF), 
SRSF2(SC35), SRSF5(SRp40) y SRSF6(SRp55). Se determinaron valores umbrales de score, a 
partir de los cuales las secuencias son consideradas significativamente 
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Proteína SR Score umbral 
SRSF1(SF2/ASF) 1.956 
SRSF1( SF2/ASF, IgM-BRCA1) 1.867 
SRSF2(SC35) 2.383 
SRSF5(SRp40) 2.670 
SRSF6(SRp55) 2.676 
 
Existen otras proteínas SR cuyos motivos de interacción ESE aún no han sido identificados por 
la estrategia que utiliza este algoritmo teórico-experimental. 
 
8.6.6.2 Búsqueda de posibles sitios dadores y aceptores de splicing  
Se evaluó el impacto que las sustituciones nucleotídicas pueden tener en el procesamiento del  
ARNm, por activación o silenciamiento de sitios dadores y aceptores de splicing. 
Para ello se utilizó el programa NNSPLICE 0.9 (01-97) (Reese y col. 1997), que permite 
predecir los sitios de splicing canónicos y crípticos otorgándoles a cada uno una puntuación 
determinada entre 0 y 1, lo  que representaría la similitud con la secuencia consenso en cada 
caso. Este programa fue desarrollado por la Universidad de Berkeley dentro del Proyecto 
Genoma de Drosophila. 
 
8.6.7 Análisis de regiones regulatorias 
Se analizó si distintos SNPs que mapean en regiones regulatorias son capaces de afectar 
elementos conservados implicados en la transcripción de los genes estudiados. Para ello se 
utilizó la base de datos Regulome DB Version 1.1 (Boyle y col. 2012) y el programa Patch
TM
 
public 1.0. 
 Regulome DB Version 1.1: reúne los SNPs ubicados en regiones regulatorias y les 
asigna un puntaje en la escala de 1 a 6 en función de la evidencia experimental existente 
acerca del rol concreto de los mismos en la regulación de la expresión. Para ello, se 
integran datos de secuencias de sitios consenso de unión de factores de transcripción, 
ensayos de sensibilidad a DNasa, del estado de la cromatina, de footprinting, de 
metilación diferencial y SNPs validados funcionalmente. 
 PatchTM public 1.0: es una herramienta para la búsqueda de potenciales sitios blanco de 
unión de factores de transcripción en una secuencia de interés, utilizando la información 
de la base de datos TRANSFAC
®
 Professional. 
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8.7 Análisis predictivo de la estructura y propiedades fisicoquímicas de las variantes de β-
globina elongadas 
Este análisis se realizó en colaboración con el grupo liderado por los Doctores Gustavo Parisi y 
María Silvina Fornasari del Structural Bioinformatics Group, Unidad de Físico Química, del 
Departamento de Ciencia y Tecnología de la Universidad Nacional de Quilmes. 
Se analizaron las propiedades fisicoquímicas de las secuencias wild type y de las formas 
mutantes y se establecieron predicciones de las estructuras secundarias y terciarias y de desorden 
de las secuencias aminoacídicas  mutadas. 
Las predicciones de estructura secundaria y de desorden itrínseco se realizaron, respectivamente,  
con los programas PSIPRED (Jones 1999) y IUpred (Dosztányi y col. 2005). 
El modelado de la estructura terciaria se realizó con el programa I-Tasser (Zhang 2008) y 
también se implementó una estrategia de modelado de estructura terciaria ab-initio con los 
programas Quark (Xu y Zhang 2012) y Robetta (Kim y col. 2004). Los modelos obtenidos se 
evaluaron energéticamente mediante el potencial ProsaII (Wiederstein y Sippl 2007). 
Se analizó, asimismo, la contribución estabilizante a las interfaces de las interacciones no 
covalentes entre subunidades para las oxi- y deoxi-Hb wild-type y para la región alterada, por 
mutagénesis simulada a alanina (alanine scanning mutagenesis) utilizando la rutina 
correspondiente del Robetta. Para evaluar las interacciones involucradas con el ion hierro se 
examinó una esfera de radio 8Å para las formas oxi- y deoxi-. En todos los análisis estructurales, 
los archivos PDB utilizados como input de oxi- y deoxi-Hb A fueron 1HHO y 2HHD, 
respectivamente.  
 
9. Análisis estadístico de los datos 
 
Para los análisis estadísticos se usaron los porgramas Microsoft
®
 Office Excel
®
 2007 
(Redmond, Washington, USA) y GraphPad Prism version 5.03 para Windows, GraphPad 
Software (San Diego, California, USA, www.graphpad.com).  
 El análisis del equilibrio de Hardy-Weinber en la población, para los distintos 
polimorfismos estudiados, se realizó aplicando el test de χ2 de Pearson, con 1 grado de 
libertad. La hipótesis nula (se cumplen en la población las proporciones de Hardy-
Weinberg) se rechazó con p≥0.05 . 
 Las diferencias entre los valores hematimétricos de los distintos grupos según sexo y 
edad y entre los distintos genotipo α- y β-tal se analizaron mediante One-way ANOVA y 
el test post-hoc de comparaciones múltiples de Bonferroni. La hipótesis nula (no existían 
diferencias significativas entre los grupos) se rechazó con p≥0.05 . 
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 Para analizar diferencias en las frecuencias alélicas de los distintos polimorfismos 
analizados en nuestra población y las reportadas en la Fase 1 del Proyecto 1000 Genomas 
se aplicó test de χ2 de Pearson, con 1 grado de libertad. La hipótesis nula (no existían 
diferencias significativas en las frecuencias) se rechazó con p≥0.05 . 
 Para los estudios de asociación de los polimorfismos rs7482144, rs4895441 y 
rs11886868 con variaciones en los niveles de Hb F, en pacientes no sometidos a stress 
hematopoyético severo, se utilizaron los tests de χ2 de Pearson, con 2 grados de libertad  
(para la asociación de genotipos), y en el caso de corroborar asociación genotípica, se 
evaluó asociación alélica con el test exacto de Fisher.  La hipótesis nula (se verifica 
asociación) se rechazó con p≥0.05 
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1. Hemoglobinopatías estructucturales 
Se detectaron hemoglobinopatías estructurales en 97 pacientes. Predominaron las mutaciones 
que afectaron el gen HBB, observándose solamente 3 hemoglobinopatías restringidas a los genes 
HBA (2 en el gen HBA1 y 1 en HBA2). En la Tabla 3.I se enumeran los genotipos observados. 
 
Hemoglobinopatías estructurales por mutaciones en el gen HBB 
Genotipo N° de pacientes N° de familias 
Síndromes Falciformes y portadores de Hb S 
Hb S / Hb A  45 
43 
Hb S / Hb S 13 
Hb S / β-tal 12 11 
Hb S / δβ-tal 1 1 
Hb S / Hb D-Punjab 3 2 
Hb S / Hb C 2 2 
Hb S / Hbpatía talasémica 1 1 
Hb E 
Hb E / Hb A 2 1 
Hb C 
Hb C / Hb A 8 7 
Hb C / Hb C 1 1 
Hb C / β-tal 1 1 
Hb D-Punjab o D-Los Angeles 
Hb D-Punjab / Hb A 3 3 
Hbs inestables 
Hb Saint-Etienne (Hb Istanbul) / Hb A 2 2 
Hb Tacoma*
1
 / Hb A 1 1 
Hb Agenogi / Hb A 1 1 
Hbs con afinidad incrementada por el O2 
Hb Southampton / Hb A 1 1 
Hb Regina*
1
 / Hb A 1 1 
Meta-hemoglobinemias atribuibles a Hb M 
Hb M-Saskatoon* / Hb A 1 1 
   
Hemoglobinopatías estructurales por mutaciones en los genes  
HBA2 y HBA1 
Genotipo N° de pacientes N° de familias 
Hb Torino*
1
 / Hb A 1 1 
Hb I-Interlaken*
2
 / Hb A  1 1 
Hb Riccarton*
1
 / Hb A 1 1 
 
Tabla 3.I: Hemoglobinopatías estructurales caracterizadas: genotipos y su frecuencia. (*
1
): Variantes 
descriptas por primera vez en Argentina durante la realización de este trabajo. (*
2
) La Hb I-Interlaken es 
una hemoglobinopatía estructural sin repercusión clínica.  
 
A continuación, se desarrollan las características de las variantes halladas y su presentación 
clínica en los pacientes afectados. Los cambios asociados a Hb S y Hb D se detectaron por PCR-
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
110 
 
RFLP o secuenciación, mientras que el resto de las mutaciones se pusieron en evidencia por 
PCR-secuenciación.  
 
1.1 Síndromes Falciformes 
En la Figura 3.1, se muestran resultados de la caracterización de Hb S (HBB:c.20A>T) por 
PCR-RFLP. 
 
Figura 3.1: Análisis molecular de Hb S (HBB:c.20A>T). (a): Electroferogramas de genotipos 
heterocigota y homocigota. (b): Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR (HBB1-
F/HBB2-R) digeridos con DdeI. La presencia de la mutación elimina un sitio de restricción para DdeI. M: 
Marcador de PM de 100 pb (PB-L Productos Bio-Lógicos
®
). s/d: producto sin digerir. (+/+): genotipo 
homocigota para la mutación; (+/-): heterocigota; (-/-): homocigota wild-type. 
 
Los síndromes falciformes más frecuentes en nuestra población fueron la anemia falciforme (por 
presencia de la mutación que da lugar a la Hb S en estado homocigota), seguida de genotipos 
dobles heterocigotas para la asociación de Hb S con mutaciones β-tal (que se detallan más 
adelante). Tanto la anemia falciforme como la asociación de Hb S con mutaciones β-tal de tipo 
severas son los síndromes falciformes que cursan con mayor severidad clínica. Los pacientes en 
los que se detectó estos genotipos presentaron un gran abanico de manifestaciones clínicas 
características de estos síndromes; todos presentaron ictericia y palidez (por la anemia),  
requerimiento transfusional y padecieron episodios de dolor vaso-oclusivos. Otras 
complicaciones registradas fueron neuropatías, crisis aplásicas, atritis y lesiones óseas. 
A continuación se describen las asociaciones de Hb S con variantes estructurales en genotipos 
dobles heterocigotas: 
Hb S / Hb C: este genotipo se detectó en 2 pacientes genéticamente no relacionados, de los 
cuales no se pudieron obtener datos clínico-hematológicos. 
Hb S / Hb D-Punjab: este genotipo se detectó en 3 pacientes. En la bibliografía, para esta 
combinación, se describen fenotipos más leves que para Hb S / Hb S. Los afectados pueden 
presentar anemia hemolítica leve a moderada, con esplenomegalia persistente (Bain 2006). La 
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clínica resultó más severa de lo esperado: en una paciente (muestra 126a) el cuadro se presentó a 
los 2 años con una crisis hemolítica  y requirió transfusiones periódicas. Los otros 2 pacientes 
eran hermanos (muestras: 293 y 294), y entre ellos presentaron diferencias en la severidad del 
cuadro: uno debió ser esplenectomizado en la infancia, aunque de adultos ambos requirieron 
tratamiento con morfina.  
Hb S / Hb Dhonbury: este genotipo se identificó en un paciente, que sufrió los efectos de la 
hipoxia en la altura. La transversión HBB:c.380T>G, provoca el cambio p.Val26Gly (el resultado 
para esta mutación se muestra en la Figura 3.7). Esta variante estructural no puede evidenciarse 
mediante electroforesis de Hb dado que no se separa de la Hb A por métodos estándar, pero la 
sustitución aminoacídica tiene un efecto β-tal, al provocar que la cadena de β-globina pierda 
estabilidad, siendo el resultado neto una menor cantidad de cadenas mutadas. En la electroforesis 
de Hb del paciente, se detectó la Hb A en un 36,8%, la Hb S en un 56,5% y la fracción de Hb A2 
en un  3,8%. La combinación del diagnóstico bioquímico y molecular, permitió resolver las 
bases moleculares del cuadro en este paciente, permitiendo establecer que las mutaciones se 
encontraban en trans, corroborado por el estudio familiar. 
 
1.2 Hb C, Hb D y Hb E 
Hb C: se observó la transición HBB:c.19G>A (p.Glu6Lys), en heterocigosis en 8 pacientes, 
correspondientes a 7 familias. Los datos bioquímicos disponibles, mostraron que todos 
presentaron al menos una discreta microcitosis (rango: 73,0 a 81,8 ƒl). En un paciente, que 
presentó el VCM  de 73 ƒl, se sospechó la co-existencia de alguna mutación α+-tal. Se descartó la 
deleción -α3,7 y se secuenciaron los genes HBA2 y HBA1, no hallando variaciones respecto a las 
Secuencias de Referencia. En un paciente, se detectó la mutación en genotipo doble heterocigota 
con la mutación β-tal Int 1-1. 
En un paciente que presentó GR: 5,46 x10
12
/l, Hb: 13,3 g/dl, Hto: 36,2%, VCM: 66,4 ƒl, HCM: 
24,4 pg, CHCM: 36,7 g/dl, RDW: 18,3% y electroforesis de Hb: Hb A: 1,4 %, Hb A2: 3,0 %, Hb 
anómala compatible con Hb C: 94,0%, la tipificación molecular permitió confirmar la mutación 
para Hb C en estado homocigota. En interesante destacar que sólo se pudo llegar al correcto 
asesoramiento genético familiar, al combinar los estudios hematológicos y moleculares, ya que 
este genotipo es infrecuente en nuestra población y el electroferograma podría corresponder a la 
asociación de una Hb C con una deleción del gen HBB. Los resultados se muestran en las 
Figuras 3.2, 3.7 y 3.9. 
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Figura 3.2: Diagnótico molecular de Hb C (HBB:c.19G>A).  Electroferogramas de la región del gen HBB 
amplificada con los primers HBB1-F y HBB2-R  (a): genotipo heterocigota y (c): genotipo heterocigota. 
(b): Electroforesis capilar de Hb: banda compatible con Hb C homocigota. 
 
 
Hb D-Punjab (Hb D-Los Angeles): La sustitución HBB:c.364G>C (p.Glu121Gln), se detectó 
además de en los 3 pacientes con genotipos doble heterocigotas con Hb S, en 3 pacientes 
genéticamente no relacionados en estado heterocigota, 2 de ellos pediátricos, en los que no se 
observaron repercusiones clínicas debido a la presencia de la variante. La caracterización de esta 
variante se realizó por secuenciación o PCR-RFLP. Los resultados se muestran en las Figuras 
3.3, 3.7 y 3.9. 
 
 
 
Figura 3.3: Diagnótico molecular de Hb D-Punjab (HBB:c.364G>C) (a): Secuenciación: 
electroferograma de la región del gen HBB amplificada con los primers HBBL3 y HBB4-R,  genotipo 
heterocigota. (b) PCR-RFLP: electroforesis en gel de agarosa al 2%. La presencia de la mutación provoca 
la pérdida de un sitio de restricción para la enzima EcoRI. M: Marcador de PM 100 pb (PB-L Productos 
Bio-Lógicos
®
). s/d: producto sin digerir. Se indican los genotipos: (-/-): homocigota normal; (+/)-: 
heterocigota. 
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Hb E: la transición HBB:c.79G>A (p. Glu26Lys) se detectó en las muestras de en un padre y su 
hijo, de ascendencia italiana, que presentaron microcitosis y una banda anómala en la 
electroforesis de Hb, que representaba el 25%. Ambos eran clínicamente sanos: los únicos 
indicios de la presencia de esta variante fueron la eritrocitosis (6,20 x10
12
/l) y la microcitosis 
(VCM: 72,0 ƒl) registrada en un hemograma de un control de rutina del paciente pediátrico. En 
las Figuras 3.7 y 3.9 se muestran los resultados obtenidos.  
 
1.3 Hemoglobinas inestables 
Se detectaron 3 variantes inestables debido a mutaciones en el gen HBB y  2  por mutaciones en 
los genes HBA. 
 
-Hemoglobinas inestables por mutaciones en el gen HBB: 
Hb Saint-Etienne (Hb Istanbul): la transición HBB:c.279C>G, determina el cambio p.H92Q 
(β92(F8)His>Gln) en la cadena de β-globina. Este cambio, además de inestabilidad, provoca un 
aumento de la afinidad por el O2. Las características destacadas en la bibliografía indican que 
cursa como una anemia hemolítica, de severidad variable y que en la electroforesis en geles de 
agarosa en pH alcalino, presenta una banda de alrededor al 25%, que migra entre Hb S y Hb C. 
Se detectó en 2 pacientes adultos (muestras: 785 y 948) que presentaron un cuadro característico 
de anemia hemolítica (El resultado se muestra en las Figuras 3.7 y 3.9). Los datos de laboratorio 
bioquímico para la muestra 948 fueron: GR: 4,60 x10
12
/l, Hb: 12,3 g/dl, Hto: 43.6%, VCM: 94,8 
fl, HCM: 26,7 pg; electroforesis de Hb: Hb A2: 2,6%, Hb F: menor al 2,0% y Hb X: 15,0%;  Test 
de isopropanol: positivo.  
 
Hb Tacoma: la transversión HBB:c.93G>T determina el cambio p.R30S (β 30(B12) Arg>Ser) en 
la cadena de β-globina, como se observa en las Figuras 3.7 y 3.9. En general no tiene 
repercusión clínica y la electroforesis de Hb se detecta como una banda rápida de 
aproximadamente el 43%. Se caracterizó en un paciente adulto que llegó a la consulta 
hematológica por fatiga. Los datos de laboratorio del paciente fueron: GR 4,58 x10
12
/l, Hb: 12,7 
g/dl, Hto: 38,2%, VCM: 83,4 fl, HCM: 27,7 pg; CHCM: 33,2; electroforesis de Hb: Hb A2: 2,1% 
y Hb X: 45,0%.  
 
Hb Agenogi: la transición HBB:c.271G>A determina el cambio p.E90K (β 90(F6) Glu>Lys) en 
la cadena de β-globina, como se observa en las (Figuras 3.7 y 3.9). El cambio determina que las 
cadenas sintetizadas sean levemente inestables y con afinidad por el O2 ligeramente disminuida. 
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En general no tiene repercusión clínica y en la electroforesis de Hb se detecta como una banda 
lenta de aproximadamente del 36,5 al 40,5%. Se caracterizó en una paciente adulta dentro del 
contexto de un estudio de α-tal, que presentó, la variante estructural en asociación con la 
deleción -α3,7. Los datos de laboratorio de la paciente fueron: GR 4,88 x1012/l, Hb: 12,2 g/dl, 
Hto: 35,7%, VCM: 73,2 fl, HCM: 25,0 pg; CHCM: 34,2 g/dl; electroforesis de Hb: banda con 
movilidad electroforética de Hb A2: 43,7%. 
 
-Hemoglobinas inestables por mutaciones en los genes HBA2 y HBA1: 
Hb Torino: La variante HBA2:c.130T>G, que produce  el cambio p.F43V (α2 43(CE1) 
Phe>Val), 
se halló en un paciente de 12 años, que a los 8 años, a raíz de un cuadro infeccioso, sufrió una 
crisis hemolítica por la que requirió transfusiones (su hematocrito, del 34% había disminuido al 
18%). El paciente recuperó valores normales (Hb: 11,0 g/dl, Hto: 33,0%, VCM: 81,0 fl, HCM: 
27,0 pg; CHCM: 33,0 g/dl; Electroforesis de Hb: Hb A2: 2,1%, Hb F: 1,6%) , hasta que al año, 
ante un cuadro de impétigo, volvió a dispararse otra crisis hemolítica, que compensó nuevamente 
mediante transfusiones. Pese a no presentar bandas anómalas en la electroforesis de Hb, un 
resultado de un test de isopropanol positivo sugirió la presencia de una Hb inestable. Al 
descartarse variantes en el gen HBB, se estudiaron los genes de HBA1 y HBA2, encontrándose en 
este último la mutación responsable del cuadro. El resultado se muestra en las Figuras 3.8 y 3.9. 
 
Hb Riccarton: La transición HBA1:c.154G>A determina el cambio p.G51S (α1 51(CE9) 
Gly>Ser) en las cadenas de α-globina (Figuras 3.8 y 3.9). Es levemente inestable pero sin 
repercusión clínica. Se caracterizó en una paciente adulta, como un hallazgo, dentro del contexto 
de un estudio de α-tal: se detectó en cis con una mutación α-tal puntual novel. La mutación α-tal 
y los datos de la paciente se exponen más adelante.  
 
A partir de estos hallazgos, se hicieron análisis bioinformáticos para evaluar el impacto de las 
distintas sustituciones que dieron lugar a las Hb inestables sobre la estructura terciaria de las 
cadenas de globina. En la Tabla 3.II se exponen las diferencias entre la energía libre de las 
cadenas de globina mutantes y  wild-type. En la Figura 3.4 se ilustra, a modo de ejemplo, los 
efectos de la sustitución aminoacídica en la Hb Saint-Etienne: más allá de la pérdida de la 
histidina proximal (que no se ve reflejada en el cálculo de ΔΔG), la nube electrónica de la 
glutamina se superpone con la cavidad donde se aloja el grupo hemo. 
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Hb inestable ΔΔG (kcal/mol) 
Hb Saint-Etienne 0,75 
Hb Tacoma 4,44 
Hb Agenogi 0,17 
Hb Torino 3,14 
Hb Riccarton 2,52 
 
Tabla 3.II: Análisis del cambio de energía libre en las cadenas wild-type y mutantes. 
 
 
 
 
1.4 Hemoglobinas con afinidad aumentada por el O2 
Se detectaron 2 variantes caracterizadas en bases de datos por presentar afinidad incrementada 
por el O2, ambas debido a mutaciones en el gen HBB. 
 
Hb Regina: la transversión HBB:c.289C>G determina el cambio p.L96V (β 96(FG3) Leu>Val) a 
nivel de la cadena de β-globina Cursa con eritrocitosis leve y, en la electroforesis de Hb, la banda 
esperada de alrededor del 40%, no se puede visualizar porque migraría con Hb A. Esta 
hemoglobinopatía estructural se caracterizó en un paciente adulto de 40 años, diagnosticado con 
enfermedad celíaca, estadio destructivo tipo Marsh 3 en el 2008, que,  al corregir el déficit 
nutricional ocasionado por su celiaquía, desenmascaró una poliglobulia (Hb 19,2 g/dl, Hto: 
56%). Descartando otras causas clínicas, y dado que su padre también presentaba valores 
aumentados de Hto y Hb, se realizó la búsqueda de alguna alteración de la Hb. El estudio de 
Oximetría completa en condiciones anaeróbicas (realizada en el Laboratorio Clínico del Hospital 
“María Ferrer” de la Ciudad de Buenos Aires)  mostró un P50 de 17,7 mm Hg (Valor de 
referencia = 27 ± 2 mmHg), confirmando  la presencia de una hemoglobinopatía de alta afinidad 
por el oxígeno. 
Figura 3.4: Hb Saint-Etienne: Modelado 
por homología del cambio p.H92Q con 
FoldX 3.0 Beta3; visualizador: YASARA 
Versión 12.10.39. Se indica la nube 
electrónica (superficie de Van der Walls) 
correspondiente a la glutamina. 
Desaparece la histidina proximal a la que 
se une el grupo hemo y se estima una 
proyección de nube electrónica de la 
glutamina hacia la cavidad que aloja al 
grupo Hemo, que interferiría con la 
formación de este bolsillo. 
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La secuenciación del gen HBB permitió caracterizar el defecto molecular y completar el 
diagnóstico del paciente. El resultado se muestra en las Figuras 3.7 y 3.9. Esta alteración afecta 
el contacto proximal del hemo, provocando un aumento de la afinidad de la molécula por el O2.  
 
Hb Southampton (Hb Casper): la transición HBB:c.320T>C determina el cambio p.L106P (β 
106(G8) Leu>Pro) a nivel de la cadena de β-globina. Cursa con un fenotipo de anemia 
hemolítica y el cambio en la estructura genera una banda anómala de un 15 al 30%, que no se 
separa de Hb A por métodos electroforéticos estándar (sí mediante IEF). La detección de esta 
variante ocurrió en una paciente de 3 meses de edad (muestra 1081), que presentó un cuadro de 
anemia hemolítica severa con requerimiento transfusional. Al momento del diagnóstico, la 
paciente presentó anemia (Hb: 8 g/dl) normocítica normocrónica, electroforesis de Hb en la que 
no se detectaron bandas anómalas, 11,33% de reticulocitos, test de isopropanol positivo y 
cuerpos de Heinz positivos.  
Debido a la presentación tan temprana del cuadro, se buscó inicialmente alguna mutación en los 
genes HBA2 y HBA1, que diera origen a una Hb inestable. Ante los resultados negativos, se 
secuenció el gen HBB, en el que se detectó la sustitución HBB:c.320T>C (el resultado se muestra 
en las Figuras 3.7 y 3.9).  No se detectó la variante en el ADN genómico de los padres (clínica y 
hematológicamente normales), señalando el origen de novo de la mutación. Se estudiaron 
asimismo modificadores de expresión que justificaran la severidad cuadro (alelos anti3,7 y 
anti4,2), para los que se obtuvieron resultados negativos. 
Esta variante se encuentra clasificada en bases de datos como una alteración recesiva, cuyo 
efecto principal es el aumento de la afinidad de la Hb por el O2. Sin embargo, el fenotipo 
observado por la presencia de la mutación en estado heterocigota (hemólisis severa) es 
compatible con la presencia de mutaciones que provocan inestabilidad de la cadena de β-globina.  
Los análisis bioinformáticos para evaluar el impacto en la estructura terciaria mostraron que el 
cambio de energía libre, producto de la sustitución, fue de 5,61 kcal/mol. 
 
1.5 Meta-hemoglobinemias atribuibles a Hb M 
Hb M-Saskatoon: la transición HBB:c.190C>T determina el cambio p.H63Y (β 63(E7) 
His>Tyr) en la cadena de β-globina. La pérdida de la histidina distal origina una Hb-M, 
inestable, que en electroforesis alcalina presenta un patrón de migración similar a Hb A, aunque 
al oxidarse a metaHb, se visualiza una banda rápida del 24 a 27%. En la bibliografía se destaca 
que cursa con eritrocitosis leve y pseudocianosis y presenta afinidad incrementada por O2. 
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Figura 3.5: Diagnóstico 
molecular familiar de la 
mutación HBB:c.190C>T 
(Hb 
Saskatoon).Electroferogra
mas de la secuenciación 
del fragmento 
HBBL3/HBB4-R del 
paciente portador de la Hb 
M-Saskatoon y sus padres 
normales. 
 
Se caracterizó en un niño de 7 meses, que presentó anemia normocítica normocrómica leve y 
acrocianosis, en el que se habían descartado causas pulmonares y cardíacas y cuyos padres eran 
clínica y hematológicamente normales.  
Ante la sospecha de una variante de Hb, se realizaron estudios bioquímicos (hematimetría: GR 
3,50 x10
12
/l; Hb: 10,70 g/dl; Hto: 32,0%; VCM: 81,00 fl; HCM:25,00 pg; CHCM: 31,40 g/dl, 
electroforesis de Hb en medio alcalino: Hb A2: 1,8%; Hb F menor al 2%, Test de isopropanol: 
postivo).  
La muestra se remitió al Servicio de Laboratorio Clínico del Hospital de Rehabilitación 
Respiratoria “María Ferrer” de la Ciudad de Buenos Aires, donde se realizó oximetría completa. 
El oxímetro  dio señal de “fallo en la medida” haciendo  sospechar la presencia de una Hb 
inestable. Los resultados mostraron como dato significativo: una metahemoglobina de 7,2% 
(Valor de referencia: hasta 1,5%).  
La secuenciación del gen HBB en el probando reveló la presencia de la mutación en estado 
heterocigota, mientras que la misma no se detectó en el ADN de sus padres (los resultados se 
muestran en las Figuras 3.5, 3.7 y 3.9). Está descripto que esta variante suele presentarse como 
una mutación de novo, como ocurrió en este caso, ya que la sustitución estaba ausente en al ADN 
de los padres del paciente. 
Se realizó el modelado por homología de la sustitución p.H63Y. Este cambio provoca que la 
diferencia entre la energía libre de la cadena β mutante y la wild-type sea de -1,32 kcal/mol. La 
incapacidad de acomodar apropiadamente al grupo hemo es lo que provocaría que el tetrámero 
de Hb se disocie en dímeros (Figura 3.6). 
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Figura 3.7: Hemoglobinopatías estructurales en HBB: ubicación de los cambios en el gen.  
 
Figura 3.6: Hb M-Saskatoon: 
Modelado por homología del cambio 
p.H63Y  con FoldX 3.0 Beta3; 
visualizador: YASARA Versión 
12.10.39. Se indica la nube electrónica 
(superficie de Van der Walls) 
correspondiente a la tirosina. Se  
estima una superposición franca de 
esta superficie respecto al grupo 
hemo, por lo tanto, la sustitución His 
63>Tyr 63 interferiría con la 
formación del bolsillo que aloja al 
grupo hemo.  
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Figura 3.8: Hemoglobinopatías estructurales en los genes HBA: ubicación de los cambios en los genes.  
 
 
 
Figura 3.9: Ubicación en las cadenas de α y β-globina de las mutaciones detectadas que dan lugar a 
hemoglobinopatías estructurales. 
 
 
2. Talasemias 
El trabajo realizado durante el desarrollo de esta tesis amplió el conocimiento de las bases 
moleculares de la β-tal en nuestro medio, actualizando la frecuencia de las mutaciones y de 
distintos polimorfismos y permitió identificar mutaciones nóveles, causantes de cuadros 
dominantes. Asimismo, se realizó una investigación exhaustiva de las mutaciones α-tal presentes 
en nuestra población. 
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2.1 β-talasemias 
2.1.1 Herencia mendeliana recesiva 
2.1.1.1 Mutaciones β-tal en nuestra población 
Se caracterizaron las mutaciones β-tal en 465 portadores, 4 de ellos severos, 26 pacientes con tal 
intermedia y 32 pacientes con tal mayor.  
A partir del número de familias caracterizadas, se construyó la Tabla 3.III que muestra las 
frecuencias alélicas de las mutaciones; en la Figura 3.10 se muestra su ubicación en el gen HBB.  
Mutación Nombre HGVS Clasificación N° Alelos N° Flias % 
Cd 39 (C>G) HBB:c.118C>T β
0
 241 174 41,73 
Int 1-110 (G>A) HBB:c.93-21G>A β
+severa
 124 88 21,10 
Int 1-6 (T>C) HBB:c.92+6T>C β
+leve
 57 45 10,79 
Int 1-1 (G>A) HBB:c.92+1G>A β
0
 61 44 10,55 
Int 2-745 (C>G) HBB:c.316-106C>G β
+severa
 24 20 4,80 
Int 2-1  (G>A) HBB:c.315+1G>A β
0
 25 13 3,12 
Cd 6 (-A) HBB:c.20delA β
0
 11 9 2,16 
(-87) (C>G) HBB:c.-137C>G β
+leve
 8 6 1,44 
Int 1-5 (G>C) HBB:c.92+5G>C β
+severa
 4 2 0,48 
Cd 29 (C>T) * HBB:c.90C>T β
+
 4 2 0,48 
Cd 44 (-C) HBB:c.135delC β
0
 3 2 0,48 
Cd 30 (G>C) 
(Hb Monroe) 
HBB:c.92G>C β0, inestable 2 2 0,48 
Cd 8/9 (+G) HBB:c.27_28insG β
0
 2 1 0,24 
Cd 15 (G>A) * HBB:c.48G>A β
0
 2 1 0,24 
c.*96 (T>C) * HBB:c.*96T>C β
leve o silente
 2 1 0,24 
(-56) (G>C) * HBB:c.-106G>C β
leve o silente
 1 1 0,24 
Cd 11 (-T) * HBB:c.36delT β
0
 1 1 0,24 
Int 1-2 (T>A) HBB:c.92+2T>A β
0
 1 1 0,24 
Cd 41/42 (delCTTT) * HBB:c.126_129delCTTT β
0
 1 1 0,24 
Int 2-654  (C>T) * HBB:c.316-197C>T β
+severa
 1 1 0,24 
Int 2-705 (T>G) * HBB:c.316-146T>G β
+
 1 1 0,24 
Int 2-726 (A>G) * HBB:c.316-125A>G β
+
 1 1 0,24 
TOTAL 
  
577 417 100,0 
 
Tabla 3.III: Frecuencias de las mutaciones β-tal halladas en nuestra población. (*): indica que la 
mutación fue descripta por primera vez en Argentina durante el desarrollo de este trabajo. 
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El perfil de mutaciones β-tal en nuestra población coincide con lo descripto en literatura para 
otros grupos poblacionales: un pequeño grupo de mutaciones son frecuentes y un grupo 
heterogéneo de mutaciones se presentan en forma esporádica. 
Las mutaciones más frecuentes en nuestro entorno coinciden con las reportadas en la cuenca del 
Mediterráneo: Cd 39 (presente en más del 40% de las familias afectadas), seguida por Int 1-110, 
y, en porcentajes muy parejos, Int 1-6 e Int 1-1. Estas 4 mutaciones representaron el 84% del 
total, en las familias caracterizadas. 
La sustitución HBB:c.118C>T en el codón 39 provoca la aparición de un codón de terminación 
de la traducción prematura, que impide la traducción de cadenas de β-globina a partir de todos 
los ARN mensajeros que portan el cambio. 
Las mutaciones Int 1-110 e Int 1-6 provocan la activación de sitios crípticos de splicing: en el 
primer caso, un sitio aceptor, y en el otro caso, un sitio dador. Como resultado de estos cambios, 
en los transcriptos en los que se reconocen los sitios anómalos de splicing, se retiene parte del 
intrón 1, provocando la aparición de codones de terminación prematuros de la traducción. Ambas 
son mutaciones β+ porque existe la capacidad de sintetizar cadenas de β-globina a partir de los 
alelos mutados, si son reconocidos los sitios aceptores y dadores de splicing constitutivos. Las 
diferencias en la severidad de estas mutaciones se relaciona con el porcentaje de los transcriptos 
portadores de las alteraciones en los que se reconoce los sitios crípticos: en el caso de Int 1-110, 
el splicing anómalo se produce en la mayoría de los transcriptos, mientras que en Int 1-6, la 
mayoría de los transcriptos (70 a 80%) se procesan reconociendo los sitios dadores y aceptores 
constitutivos. 
El cambio HBB:c.92+1G>A (Int 1-1) se comporta como una mutación β0, ya que provoca la 
pérdida del sitio dador de splicing constitutivo en todos los transcriptos y la retención del intrón 
1 con la consiguiente aparición de un codón stop prematuro. 
Otras mutaciones halladas en varias familias fueron Int 2-745, Int 2-1, Cd 6 (-A) y (-87). La 
primera es una mutación β+ severa: se trata de otro caso de activación de un sitio críptico de 
splicing. No obstante, un factor que puede contribuir a la severidad de esta variante es que se 
encuentra ligada a una variante rara: +20 (C>T) (HBB:c.-31C>T; rs63750628) ubicada en la 
región 5' UTR del gen, y que podría contribuir a la inestabilidad del mensajero. De hecho, en 2 
familias no relacionadas, pacientes que heredaron esta sustitución (sin la mutación Int 2-745) en 
trans con Cd 39, presentaron fenotipos de tal mayor (Fattori y col. 2012). En los 9 pacientes 
portadores de la mutación Int 2-745 en los que se secuenció la región 5' del gen HBB (el resto 
fueron estudiados por PCR-RFLP), esta variante se detectó en heterocigosis. Este cambio en la 
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región 5´UTR, no se detectó en muestras de otros afectados o controles. Esta asociación fue 
reportada por Ropero y col. (2013) en población española. 
Tanto Int 2-1 como Cd 6 (-A) son mutaciones β0, al generar la aparición de codones stop 
prematuros que impiden la traducción de todos los transcriptos: en el primer caso, por anular el 
sitio dador constitutivo de splicing del intrón 2 y en el segundo caso, al provocar la deleción de 
una base, un corrimiento del marco de lectura. La mutación (-87) es una mutación de tipo β+ leve 
y a veces, silenciosa, producto de una alteración en la región promotora del gen, que deviene en 
una menor tasa transcripcional. 
Respecto a las mutaciones esporádicas, es interesante destacar las alteraciones que afectan los 
codones 29 y 30, la deleción de 4 bases que afecta a los codones 41 y 42 y la alteración de la 
región 3' UTR: HBB:c.*96T>C. La mutación del codón 29 se observó en homocigosis en una 
paciente adulta con TI y en estado heterocigota en sus padres. Esta alteración provoca que el 
codón 29 pase de ser GGC a GGT. Ambos codones codifican para glicina, por lo que este 
cambio exónico no provoca ninguna alteración cualitativa en la cadena de globina. Sin embargo, 
la ubicación de este cambi,o a 2 pares de bases del inicio del intrón 1, provoca la activación de 
un sitio críptico dador de splicing, que es reconocido en un porcentaje de los mensajeros, y que 
lleva a la aparición de un codón stop prematuro,  resultando esta sustitución en una mutación β+. 
El cambio detectado en el codón 30, da lugar a la Hb Monroe, una hemoglobinopatía talasémica; 
la sustitución origina la alteración de la secuencia del triplete AGG que codifica para arginina 
por ACG, que lo hace para una treonina. Este cambio,  otorga inestabilidad a la molécula. Por 
otra parte, la ubicación de la sustitución, a 1 pb del inicio del intrón, interfiere en el 
reconocimiento del sitio dador de splicing constitutivo, contribuyendo al efecto talásemico. Esta 
variante, que presenta una alta frecuencia en las islas Maldivas, y muy baja en la región 
Mediterránea, se halló en 2 pacientes genéticamente no relacionados, uno adulto y otro 
pediátrico, de los que no se pudo determinar la ascendencia.  
La deleción de 4 pb HBB:c.126_129delCTTT, es una mutación β0, dado que provoca un 
corrimiento del marco de lectura a nivel del exón 2, que genera un codón de terminación de la 
traducción prematuro. Esta mutación presenta en frecuencia del 42% en China, y, se reportó por 
primera vez en nuestra población, en una mujer adulta de esa nacionalidad. 
La sustitución HBB:c.*96T>C (rs34029390) en la región 3' UTR, se halló en un paciente adulto 
con un cuadro de talasemia intermedia (en coexistencia con la mutación Cd 39) heredada de su 
madre, clínicamente normal. El rol de esta variante rara es controversial, hay investigadores que 
lo consideran una mutación β-tal leve o silente (Bilgen y col. 2011; Cai y col. 1992), mientras 
que otros consideran que no posee un efecto deletéreo (Eng y col. 1992). En función de su 
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frecuencia, debe considerarse una mutación: se detectó una sola vez durante la fase 1 del 
Proyecto 1000 Genomas (frecuencia del 0,02%) y en 1 alelo de 214 estudiados durante el 
desarrollo de este trabajo (frecuencia: 0,47%). 
 
 
Figura 3.10: Ubicación en el gen HBB de las mutaciones β-tal detectadas en nuestro medio. 
 
 
2.1.1.2 Estudio de mutaciones β-tal por Real Time PCR  
Luego de haber establecido la frecuencia de mutaciones β-tal en nuestra población,  se 
implementó la detección de Cd 39 (HBB:c.118C>T), Int 1-110 (HBB:c.93-21G>A) e Int 1-6 
(HBB:c.92+6T>C) mediante Real Time PCR, en el Laboratorio de Biología Molecular del 
Hospital de Agudos "Dr. E. Tornú", a fin de establecer un servicio gratuito accesible a toda la 
Red de Hospitales del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires. En la Figura 3.11 se muestran 
los resultados para la mutación Int 1-6. 
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
124 
 
 
 
Figura 3.11: Gráficos de discriminación alélica y amplificación por Real Time PCR para la mutación Int 
1-6. 
 
2.1.1.3 β-tal menor 
En los portadores β-tal, las mutaciones siguen una distribución similar a la reportada para la 
totalidad de los casos (Tabla 3.III), representando las mutaciones Cd 39, Int 1-110, Int 1-6 e Int 
1-1 el 85% de las mutaciones detectadas en las familias estudiadas. 
Se realizó un análisis genotipo-fenotipo y se establecieron perfiles hematológicos para orientar 
en la predicción de la presencia de mutaciones β0, β+ severa o β+ leve, en función de los datos 
hematológicos recolectados de las mutaciones β-tal más frecuentes de cada categoría (Cd 39, Int 
1-110 e Int 1-6, respectivamente). 
Para cada mutación se compararon distintos parámetros hematimétricos y el valor de Hb A2, 
agrupando a los pacientes en adultos hombres, adultos mujeres y pediátricos. Se compararon el 
recuento de GR, VCM, HCM y el porcentaje de Hb A2. Las diferencias entre los valores 
hematimétricos de los distintos grupos se analizaron mediante One-way ANOVA y el test post-
hoc de comparaciones múltiples de Bonferroni realizados con GraphPad Prism version 5.03 para 
Windows.  
Para la variante Cd 39, se observaron diferencias significativas entre los pacientes adultos y los 
pediátricos en el VCM y entre los hombres adultos y los pediátricos en la HCM. Para el recuento 
de GR, como era esperable, se observaron diferencias entre hombres y mujeres, pero no entre los 
pacientes adultos con los pediátricos, por lo que se tomó el conjunto de los valores para análisis 
posteriores. Posiblemente, por el número bajo de datos analizados, no se observaron diferencias 
significativas entre los distintos grupos de sexo y etarios para el VCM y el HCM, para las 
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mutaciones Int 1-6 e Int 1-110. Dentro de cada mutación no se observaron diferencias 
significativas para los porcentajes de Hb A2 entre los distintos grupos. Vale aclarar que los 
valores informados fueron obtenidos por diferentes metodologías y en distintos laboratorios, por 
lo que no serían estrictamente comparables. A pesar de esto, tiene valor orientativo y permite 
sacar algunas conclusiones interesantes: por ejemplo, un 55,6% de los pacientes portadores de la 
mutación Int 1-6 presentaron valores de Hb A2 menores a 3,5 (Rango: 2,4 a 4,8%) el punto de 
corte tradicional adoptado para el diagnóstico de portadores. Este resultado resalta la importancia 
del diagnóstico molecular para detectar los portadores de esta mutación. Aunque no fue 
incorporada en este análisis, debido a que esta mutación se observó solamente en 6 pacientes con 
β-tal menor, se destaca que ninguno de los portadores de la mutación (-87) (HBB:c.-137C>G) 
presentaron fracciones de Hb A2 mayores o iguales a 3,5 (Rango: 2,0 a 3,0%). En tanto, este 
fenómeno se registró también en un 13% de los portadores de Cd 39 (aunque en la mitad de los 
casos sería atribuible a un aumento de la Hb F) y en un 10% de los de Int 1-110. En la Tabla 
3.IV se exponen los resultados de los parámetros hematimétricos analizados para las distintas 
mutaciones. 
 
Mutación 
Rto. GR 
(10
12
/l) 
VCM 
(ƒl) 
HCM 
(pg) 
Hb A2 
(%) 
Int 1-6 
 
Hombres 
n=16 
6,13 ± 0,54 70,39 ± 3,64 22,38 ± 1,01 3,78 ± 0,32 
Mujeres 
n=17 
5,34 ± 0,54 69,70 ± 1,22 21,82 ± 3,06 3,46 ±0,78 
Pediátricos 
n=11 
5,55 ± 0,69 68,75 ± 1,21 21,25 ± 1,60 3,13 ± 0,21 
Int 1-110 
 
Hombres 
n=24 
6,50± 0,74 63,58 ± 3,87 19,37 ± 1,40 4,88 ± 0,49 
Mujeres 
n=37 
5,37 ± 0,23 65,60 ± 3,39 20,48 ± 1,40 4,50 ± 1,12 
Pediátricos 
n =41 
5,63 ± 0,49 62,62 ± 3,77 19,62 ± 1,64 4,79 ± 0,62 
Cd 39 
 
Hombres 
n=53 
6,04 ± 0,57 64,90 ± 4,84 20,16 ± 1,30 4,77 ± 0,82 
Mujeres 
n=75 
5,39 ± 0,43 63,31 ± 3,91 19,48 ± 1,24 4,49 ± 0,85 
Pediátricos 
n=90 
5,69 ± 0,60 60,56 ± 3,54 18,89 ± 1,19 4,40 ± 0,86 
 
Tabla 3.IV: Rto. de GR, VCM, HCM y Hb A2 para las mutaciones Int 1-6, Int 1-110 y Cd 39. Se indican 
media ± desvío estándar para cada parámetro. 
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Al comparar los parámetros entre las 3 mutaciones, se desprenden las siguientes observaciones: 
 No se registran diferencias significativas para el recuento de GR entre las distintas 
mutaciones. 
 Existe una diferencia significativa entre las medias de los valores de VCM, HCM y Hb 
A2 para la mutación Int 1-6 (β
+ 
leve) respecto a las mutaciones Int 1-110 (β+ severa) y Cd 
39 (β0). 
 No hay diferencias significativas entre los valores de HCM y Hb A2 de las mutaciones Int 
1-110 y Cd 39. Al comparar los VCM, la media de los valores de los portadores de Int 1-
110 no difiere significativamente de los portadores adultos de Cd 39, aunque sí con los 
portadores pediátricos para esta mutación.  
En la Figura 3.12 se comparan los valores obtenidos. 
 
 
Figura 3.12: Comparación de VCM, HCM Recuento de GR y Hb A2 entre portadores de Int 1-6, Int 1-
110 y Cd 39. Los valores están indicados como media ± DS.  Análisis estadístico comparativo de VCM, 
HCM, GR y Hb A2 de las distintas mutaciones por ANOVA de una vía y test post-hoc de Bonferroni 
(GraphPad Prism version 5.03). Valores de significancia: ***p=0.001; **p=0.01; *p=0.05; ns: no 
significativo. 
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2.1.1.4 β-tal mayor 
Se determinaron las bases moleculares en 30 pacientes con fenotipo de tal mayor y en 2 muestras 
de vellosidades coriónicas de parejas portadoras, que presentaron genotipos compuestos, una de 
las cuales ya tenía una hija afectada. Los genotipos observados y sus frecuencias se reportan en 
la Tabla 3.V. 
Genotipo  N° Pacientes 
Cd 39 / Cd 39 6 
Int 1-110 / Int 1-110 4 
Int 1-110 / Cd 39 3 
Int 1-1 / Cd 39 3 
Int 1-1 / Int 1-6 3 
Int 1-1 / Int 1-1 1 
Int 2-745 / Int 2-745 1 
(-87) / Cd 39 1 
Cd 6 (-A) / Cd 39 1 
Int 1-6 / Cd 39 1 
Cd 39 / Int 2-1 1 
(-87) / Int 1-110 1 
Cod 15 / Int 1-110 1 
Int 1-1 / Int 1-110 1 
Int 1-110 / Int 2-1 1 
Int 1-5 / Int 1-6 1 
Int 1-5 / Int 2-745 1 
Int 1-6 / Int 2-745 1 
 
Tabla 3.V: Genotipos observados en los 30 pacientes con talasemia mayor y 2 muestras de vellosidades 
coriónicas 
 
Un 37,5% de los pacientes presentaron genotipos homocigotas, mientras que el resto presentaron 
genotipos dobles heterocigotas. Se destaca que las únicas mutaciones halladas en homocigosis en 
más de un caso fueron Cd 39 e Int 1-110, las más frecuentes en nuestro medio. El paciente 
homocigota para la mutación Int 1-1 era hijo de un matrimonio consanguíneo entre primos 
hermanos; los padres del paciente homocigota Int 2-745 no estaban genéticamente relacionados. 
Doce pacientes presentaron asociación de 2 mutaciones tipo β0, 11 combinación de β0 y β+ y los 
9 restantes, combinación de mutaciones tipo β+, en todos los casos, una de ellas era β+ severa. 
Este último grupo resulta interesante porque hay pacientes que, aún presentando combinación de 
una mutación β+ severa con otra mutación β+,  cursan como talasemias intermedias, lo que 
llevaría a pensar que en estos casos puede haber otros factores modificadores de expresión que 
alteren el desbalance de cadenas α:no-α y que lleven a cursos clínicos de distinta severidad. 
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Particularmente llamativo es el caso de la combinación de (-87) / Int 1-110 dado que la primera 
es una mutación β+ leve, y en algunos casos hasta silente, por lo que se esperaría un fenotipo 
menos severo, más cercano a una talasemia intermedia que a una mayor. En este grupo se 
descartó la presencia de un alelo αααanti3,7, como modificador genético que aumentaría el 
desbalance de cadenas α:no-α. 
 
2.1.1.5 β-tal intermedia 
Debido a que las bases moleculares de las talasemias intermedias no involucran solamente a 
mutaciones en el gen HBB, se desarrollarán en un apartado posterior. 
 
2.1.2 Herencia mendeliana dominante 
Si bien, la forma habitual de presentación de la β-tal es con herencia recesiva, existen mutaciones 
capaces de provocar cuadros severos en heterocigosis, por lo que se comportan como mutaciones 
β-tal dominantes.  
 
2.1.2.1 Variantes que dan origen a cuadros de β-tal dominante  
Se detectaron 5 variantes de secuencia que dieron origen a cuadros de talasemia dominante 
originadas de novo, 4 de ellas nóveles. 
Los portadores presentaron cursos clínicos severos, con espectro de talasemia intermedia a 
talasemia mayor, con requerimiento transfusional periódico. En función de los genotipos 
observados en estas muestras, también se estudiaron, distintos factores modificadores genéticos 
que pudieran modificar la expresión clínica, que se desarrollan en secciones posteriores. 
 
Variante Nombre HGVS Alteración en cadena de globina  
Hb Durham -N.C.*
1 
HBB:c.344T>C 
p.L114P 
(β 114(G16) Leu>Pro) 
Hb Tavapy *
2 
HBB:c.182_187delCTCATG p.Val60_Lys61del 
Hb JC-Paz *
2 
HBB:c.34_42delGTTACTGCC p.Val11_Ala13del 
Hb Wilde *
2 
HBB:c.270_273delTGAG p.Glu90Cysfs*67 
Hb Patagonia *
2 
HBB:c.296_297dupGT p.Asp99Trpfs*59 
 
Tabla3.VI: Mutaciones que provocan cuadros de β-tal dominante. *1: descripta por primera vez en 
Argentina durante el desarrollo de este trabajo. *
2
: mutaciones nóveles. El nombre de la variante hace 
referencia al lugar de nacimiento de los pacientes. 
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Hb Durham-N.C. (Hb Brescia): Existen pocos reportes en la literatura de familias portadoras 
de esta mutación (origen coreano, irlandés, italiano y ruso). En este trabajo, se detectó por 
primera vez en una familia argentina de ascendecia árabe, en la que se originó como una 
mutación de novo y se trasmitió a la descendencia. En la Tabla 3.VII se exponen los datos de 
laboratorio bioquímico para los miembros de la familia. 
 
 
 
 
 
Tabla 3.VII: Resultados de laboratorio para la familia portadora de la Hb Durham-N.C. En el pedigrí de 
la familia, se señalan los probandos afectados. Test de CK: Test de Carrell y Kay. * Resultado a tiempo 
estándar.  
 
La mutación se manifiesta por primera vez en II-1 (muestra 862), quien a los 5 años es 
diagnosticado como un portador talasémico. No obstante, comenzaron a aparecer complicaciones 
características de formas más severas de la patología; por ejemplo, a los 10 años debió ser 
sometido a una colecistectomía por litiasis vesicular y presentó esplenomegalia, probablemente 
como consecuencia de la hemólisis. Su hijo, III-1 (muestra 1020), llegó a diagnóstico a partir de 
un control a los 3 años, en el que se determinó la presencia de anemia microcítica. 
Hay 3 resultados de laboratorio de que pueden llamar la atención: la falta de una banda de 
movilidad electroforética anómala en la electroforesis de Hb, el test de Carrell y Kay negativo y 
los niveles elevados en II-1 de Hb F, que no se detectan en su hijo. La falta de visualización de la 
variante en la electroforesis puede deberse al gran grado de inestabilidad que presenta. Por ser 
una variante inestable, lo esperable es obtener un resultado positivo para la prueba de 
inestabilidad de Carrell y Kay. En II-1 el test se realizó en condiciones estándar, antes de 
conocer la mutación responsable del cuadro, mientras que en III-1, se otorgó más tiempo para 
observar la precipitación, en función del diagnóstico probable.  Respecto a los niveles de Hb F, 
es esperable que se hallen incrementados en función del stress hematopoyético al que es 
sometida la médula ósea. Esto se observa en el padre y no en su hijo y podría deberse tanto a que 
el daño medular es acumulativo y se están comparando valores a distintas edades, y también a 
factores genéticos, descriptos en secciones posteriores. 
 I-1 I-2 II-1 II-2 III-1 
GR (10
12
/l) 5,0 4,47 5,25 4,62 5,81 
Hb (g/dl) 15,4 14,4 9,5 12,7 10,7 
VCM (fl) 90,4 94 62,9 82,9 56,1 
Reti (%) 1,6 1,1 3,3 - 2,3 
Hb A2 (%) 2,4 2,2 4,5 2,4 4,6 
Hb F (%) 0,8 0,5 11,6 0,4 1,5 
Test de CK - - Neg.* - + (30 min) 
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La variante Hb Durham-N.C./Brescia es hiperinestable (por lo que es considerada una 
hemoglobinopatía talasémica), producto de una mutación puntual de cambio de sentido en el 
codón 114 (G16) del gen HBB.  El cambio HBB:c.344T>C en la segunda base del codón provoca 
la sustitución de leucina (un aminoácido alifático) por prolina (aminoácido polar). Esta alteración 
introduce rigidez y perturba la estructura de la hélice G. La proyección de la cadena lateral al 
bolsillo del hemo, desestabiliza la estructura, provocando la precipitación de las cadenas β y 
disminuyendo la interacción con las cadenas de α globina, lo que dificulta la formación de los 
dímeros αβ.  
 
Figura 3.13: Electroferograma de la mutación HBB:c.344T>C (Hb Durham-N-C.). 
 
Se realizó el modelado por homología de la sustitución p.L114P (Figura 3.14). Este cambio, 
conduce a que la diferencia entre la energía libre de la cadena β mutante y la wild-type sea de 
7,52 kcal/mol. Este resultado es una evidencia más de la inestabilidad provocada por esta 
mutación. 
 
 
 
Figura 3.14: Modelado por 
homología del cambio p.L114P que 
origina la Hb Durham-N-C. con 
FoldX 3.0 Beta3; visualizador: 
YASARA Versión 12.10.39. Se 
indica la nube electrónica (superficie 
de Van der Walls) correspondiente a 
la prolina. La proyección de la 
cadena lateral al bolsillo del hemo, 
desestabiliza la estructura. 
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Figura 3.15: Visualización 
de la mutación 
HBB:c.182_187delCTCAT
G por secuenciación del 
producto de PCR del gen 
HBB obtenido a partir de 
ADN genómico 
(izquierda) y clonado 
mediante el sistema 
pGEM®-T Easy Vector 
(derecha).  La secuencia 
delecionada se encuentra 
subrayada. 
 
Hb Tavapy: En una paciente nacida en Colonia Tavapy, Paraguay, de 11 años de edad (muestra 
950), con requerimiento transfusional regular, y en la que se detectó la presencia de eritroblastos 
en sangre periférica, se identificó en heterocigosis una deleción novel: 
HBB:c.182_187delCTCATG.  
Al momento del diagnóstico, la paciente se encontraba esplenectomizada. Los datos de 
laboratorio bioquímico se exponen en la Tabla 3.VIII. Sus padres eran clínica y 
hematológicamente normales. 
 Padre Madre Paciente 
Rto. GR (10
12
/L) 5,16 4,52 7,2 
Hto (%) 46 38 26 
Hb (g/dL) 16,4 12,6 7,2 
Hb A2 (%) 1,9 2,6 1,9 
Hb F (%) 0,26 0,27 13,5 
Hb X (%) - - 6,9 
 
Tabla 3.VIII: Resultados de laboratorio para la paciente portadora de la mutación 
HBB:c.182_187delCTCATG. 
 
Pese al alto grado de inestabilidad de la cadena de globina resultante, fue posible visualizar una 
banda anómala en la corrida electroforética, posiblemente debido a la menor hemólisis como 
consecuencia de la la esplenectomía. Nuevamente, el stress hematopoyético impulsaría la 
producción de Hb F.  
La mutación se detectó por secuenciación del gen HBB y se caracterizó por clonado en el vector 
pGEM
®
-T Easy Vector Systems y transformación en Escherichia coli DH5α. Los resultados se 
muestran el Figura 3.15. 
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Como consecuencia de la deleción, se pierden la valina 60 y la lisina 61 (p.Val60_Lys61del) de 
la cadena de -globina (posiciones 4 y 5 de la -hélice E), modificándose la estructura globular 
de la cadena mutada. Esta nueva variante estructural se bautizó Hb Tavapy. 
La valina de la posición 60 se encuentra altamente conservada en distintas especies. Existen 3 
variantes reportadas en las bases de datos de mutaciones de globina las que está sustituido este 
aminoácido, 2 de ellas asociadas a inestabilidad: Hb Cagliari (HBB:c.182T>A; p.Val60Glu) con 
fenotipo de tal dominante y Hb Collingwood (HBB:c.182T>C; p.Val60Ala), sin repercusiones 
clínicas. La tercer variante es la Hb Yatsushiro (HBB:c.181G>C; p.Val60Leu): el cambio por 
otro aminoácido no polar alifático determina sólo la alteración la movilidad electroforética de la 
Hb.  
Existen 2 variantes reportadas por sustitución de la la lisina del codón 61 (Hb Pocos de Caldas: 
HBB:c.184A>C; p.Lys61Gln y Hb N-Seattle: HBB:c.184A>G; p.Lys61Glu), sin consecuencias 
clínicas. 
 
Hb JC-Paz: En un niño de 6 años edad (muestra 1094), con un cuadro severo, se detectó una 
deleción no descripta previamente: HBB:c.34_42delGTTACTGCC (Figura 3.16).  
El paciente cursa con un nivel hemolítico basal leve, que se agudiza dando lugar a crisis 
hemolíticas, por las que suele requerir transfusiones. Los estudios de laboratorio del paciente 
durante una de las crisis hemolíticas fueron: hematimetría: Hto: 21,0%; Hb: 6,5 g/dl; VCM: 
90,00 fl; HCM: 28,00 pg; RDW: 27%; Reticulocitos: 9,9%; electroforesis de Hb en medio 
alcalino: Hb A2: 2,5%; Hb F menor al 5,9%, Test de isopropanol: positivo. Sus padres eran 
clínica y hematológicamente normales y se excluyó en ellos la presencia de la mutación, por lo 
que esta se generó de novo.  
La deleción de 6 pb provoca la pérdida de los aminoácidos valina, treonina y alanina de los 
codones 11 al 13 (p.Val11_Ala13del). En consecuencia, se altera la organización de la hélice A 
de la estructura terciaria de la cadena de β-globina. Por otra parte, la valina de la posición 11 se 
encuentra altamente conservada en distintas especies. Se encuentran descriptas 3 variantes 
producto solamente de la sustitución de la valina: la que confiere el fenotipo más severo, Hb 
Windsor (HBB:c.35T>A; p.Val11Asp) cursa como una anemia hemolítica;  Hb Washtenaw 
(HBB:c.34G>T; p.Val11Phe), es levemente inestable y presenta afinidad disminuida por el O2 y 
Hb Hamilton (HBB:c.34G>A; p.Val11Ileu) sin repercusiones clínicas. No hay variantes 
descriptas para la alanina de la posición 12 y sólo hay 1 para la treonina: Hb William-Harvey 
(HBB:c.38C>T; p.Thr12Ileu), sin repercusión clínica. 
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Figura 3.16: Visualización de la mutación HBB:c.182_187delCTCATG por secuenciación del producto 
de PCR del gen HBB obtenido a partir de ADN genómico 
 
 
 
 
Hb Wilde: En una niña que, a los 4 años (muestra 852), debutó con un cuadro de talasemia 
mayor, (severa anemia con requerimiento transfusional y presencia de signos clínicos 
característicos, como protuberancia frontal), la secuenciación del gen HBB reveló la presencia de 
una deleción novel de 4 pb en el exón 2 (HBB:c.270_273delTGAG) que da lugar a una cadena 
de β-globina elongada, inestable: p.Glu90Cysfs*67.  
Los resultados de laboratorio de la paciente y sus padres, clínicamente normales, se exponen en 
la Tabla 3.IX. 
 
 
 
Figura 3.17: Evolutionary 
Trace Report para la cadena de 
β-globina, a partir del archivo 
PDB 1HHO. Los aminoácidos se 
encuentran coloreados según su 
importancia relativa. Se señalan 
los aminoácidos que se pierden 
en las variantes Hb JC-Paz y Hb 
Tavapy. Los aminoácidos 
delecionados en la Hb JC-Paz 
exhiben valores de cobertura de 
0,603, 0,918 y 0,945, 
respectivamente. Los 
aminoácidos delecionados en la 
Hb Tavapy presentan valores de 
cobertura de 0,233 y 0,623. 
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 Padre Madre Paciente 
Hb (g/dl) 14.2 12.8 7.8 
Rto. GR (10
12
/l) 4.61 4.30 3.00 
Hto (%) 0.42 0.38 0.23 
VCM (fl) 91.0 88.3 76.6 
HCM (pg) 30.0 29.7 26.0 
CHCM (g/dl) 33.0 33.6 33.9 
Reticulocitos (%) 0.7 1.3 4.7 
Cuerpos de Heinz Neg Neg Neg 
Hb A2 (%) 2.7 2.9 2.2 
Hb F (%) 0.2 0.5 35.7 
CK Neg Neg Neg 
 
Tabla 3.IX: Resultados de laboratorio para la familia en la que se detectó la Hb Wilde. Valores de la 
paciente previos al inicio del régimen transfusional. CK: test de Carrell y Kay. 
 
Probablemente debido a la hiperinestabilidad de la molécula, no se observa una banda anómala 
en la electroforesis de Hb (que fue llevada a cabo tanto en agarosa como por electroforesis 
capilar) y hasta es posible que al precipitar tan rápidamente no pueda ser evidenciada por 
pruebas de inestabilidad. 
Los niveles tan aumentados de Hb F (normales en sus padres) señalan el grado de stress al que 
está sometida la médula ósea.  
La mutación se presentó de novo en la paciente. Se analizó también el ADN genómico de sus 
padres, en los que sólo se evidenció la secuencia wild-type, lo cual era esperable en función del 
fenotipo normal. 
La deleción abarca la tercera base del codón 89 (T), que codifica para serina, y el codón 90 
(GAG, que codifica para ácido glutámico). El cambio del marco de lectura, a diferencia de la 
situación habitual, en la que se genera la aparición de un codón stop prematuro, provoca que se 
sintetice una cadena elongada de 155 aminoácidos, con una secuencia C-terminal modificada 
(Figura: 3.20):. El cambio fue confirmado por clonado en el vector pGEM
®
-T Easy Vector 
Systems y transformación en Escherichia coli DH5α. Los resultados se muestran el Figura 3.18. 
Esta variante se nombró Hb Wilde. 
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Figura 3.18: Visualización 
de la mutación 
HBB:c.270_273delTGAG 
por secuenciación del 
producto de PCR del gen 
HBB obtenido a partir de 
ADN genómico 
(izquierda) y clonado 
mediante el sistema 
pGEM®-T Easy Vector 
(derecha).  La secuencia 
delecionada se encuentra 
subrayada. 
  
 
Hb Patagonia: Una paciente (muestra 1040) presentó a los 4 años un cuadro de anemia 
hemolítica, por el que requirió múltiples transfusiones. A los 12 años, fue esplenectomizada. Al 
momento de la derivación al Servicio de Hematología del Hospital “R. Gutierrez”, presentaba 
una anemia hemolítica crónica moderada, palidez e ictericia. La secuenciación del gen HBB 
reveló la presencia de la duplicación HBB:c.296_297dupGT. 
Los resultados de laboratorio de la paciente y sus padres, clínicamente normales, se exponen en 
la Tabla 3.X. 
 Padre Madre Paciente 
Hb (g/dL) 14.4 14.0 8.8 
Rto. GR (10
12
/L) 4.97 4.66 3.41 
Hto (%) 0.43 0.43 0.27 
VCM (fL) 87.1 92.9 79.8 
HCM (pg) 29.1 30.0 25.8 
CHCM (g/dL) 33.5 32.3 32.4 
Reticulocitos (%) 0.8 0.9 3.6 
Cuerpos de Heinz Neg Neg Pos 
Hb A2 (%) 2.4 2.5 2.8 
Hb F (%) 0.3 0.9 11.0 
CK Neg Neg Pos 
 
Tabla 3.X: Resultados de laboratorio para la familia en la que se detectó la Hb Patagonia. CK: test de 
Carrell y Kay. 
 
La hiperinestabilidad de la molécula, sería responsable de que no se visualice una banda anómala 
en la electroforesis de Hb, a pesar de que la esplenectomía permitiría reducir el grado de 
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Figura 3.19: 
Visualización de la 
mutación 
HBB:c.296_297insGT 
por secuenciación del 
producto de PCR del 
gen HBB obtenido a 
partir de ADN 
genómico (izquierda) y 
clonado mediante el 
sistema pGEM
®
-T Easy 
Vector (derecha). 
 
hemólisis y así aumentar la permanencia de los eritrocitos portadores de la variante en 
circulación. 
Los niveles de Hb F se encuentran aumentados, al igual que en los otros pacientes sometidos a 
un alto stress hematopoyético. No obstante, si este valor se compara con la paciente portadora de 
la Hb Wilde, es bastante menor. Esto podría atribuirse a factores genéticos (algunos de ellos son 
investigados en secciones posteriores) y también a la esplenectomía. 
Como en los otros casos, se analizó el ADN genómico y el fenotipo de los padres y se determinó 
nuevamente que la mutación se presentó de novo en la paciente. 
La duplicación de un dinucleótido "GT" en el exón 2, después de la segunda base del codón 98 
(GTG) que codifica para valina, fue confirmada por clonado en el vector pGEM
®
-T Easy Vector 
Systems  y transformación en Escherichia coli DH5α (Figura 3.18). Esta inserción genera un 
corrimiento del marco de lectura que resulta en una variante elongada de 157 aminoácidos con 
una secuencia C-terminal alterada (Figura: 3.20): Hb Patagonia (p.Asp99Trpfs*59).  
 
 
 
2.1.1.2 Análisis bioinformático de las variantes elongadas Hb Wilde y Hb Patagonia 
Ambas variantes generan un corrimiento del marco de lectura de efecto +1. La cadena de Hb 
Wilde presentaría 155 aminoácidos (sin la metionina inicial), mientras que la Hb Patagonia 
estaría compuesta por 157. Las secuencias de las cadenas de β-globina wild-type y mutadas se 
muestran en la Figura 3.20. 
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Figura 3.20: Secuencias de las cadenas de β-globina wild-type y de las variantes Hb Wilde y Hb 
Patagonia. Secuencia C-terminal modificada: en rojo y subrayado. 
 
Se hicieron estudios teóricos y computacionales de las características fisicoquímicas de las 
variantes y de sus estructuras secundarias y terciarias. Comparando el fragmento alterado de 66 
aminoácidos de la Hb Wilde y 59 de la Hb Patagonia contra los últimos 55 aminoácidos C-
terminales de la cadena wild-type se estima un cambio en la carga, dado que se pierden todos los 
aminoácidos cargados negativamente  (2 aspárticos  y 3 glutámicos) y simultáneamente se gana 
un residuo con carga positiva. Asimismo, hay un aumento de residuos no polares y prolinas. En 
consecuencia, aumenta el punto isoeléctrico de las Hb Wilde y Patagonia (9,56 y 10,08, 
respectivamente, contra 7,25 del polipéptido wild-type) y se altera la carga a pH 7 (6,00 y 6,10 
contra 1,3 del polipéptido wild-type).  
Los análisis predictivos de las estructuras secundarias y la organización tetramérica de las 
oxihemoglobinas mutantes se presentan en las Figuras 3.21 y 3.22. Distintos análisis de 
desorden de los fragmentos alterados revelaron que ambos mutantes son estructurados. Sin 
embargo, la evaluación energética de la mayoría de los modelos 3D reveló que las estructuras 
serían inestables. 
Se analizó también qué ocurría en las variantes con los aminoácidos involucrados en las 
interfaces α1-β1 y β1-α2. En el primer caso, 13 aminoácidos de los 18 involucrados en el 
contacto en la forma oxigenada (el 72%) se encuentraron alterados, y lo mismo ocurrió con 12 de 
16 (75%) para la forma deoxigenada. Esto dificultaría la formación de los dímeros αβ. Para la 
interface β1-α2, se verían afectados 4 de los 8 residuos (50%) involucrados en la forma 
oxigenada y 7 de 12 (58%) de la forma deoxigenada. Estos resultados se exponen la Tabla 3.XI. 
Mediante mutagénesis computacional se determinó que tanto para la formas oxi y deoxigenadas 
los residuos R30, V34, H116, Q127 y Q131 son importantes para la estabilización de la 
interacción α1-β1, reflejado en valores altos de ΔΔG de unión (>±1Kcal/mol),  desapareciendo 
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los últimos 3 en las cadenas alteradas. En la interfaz β1-α2,  4 residuos son importantes: W37, 
R40, D99, N102, estando los 2 últimos residuos se encuentran alterados en las variantes. 
El entorno del hierro hemínico (considerando un radio de 8Å desde el ion hierro) también se 
encuentra alterado: en ambas variantes se encuentran alterados F103, L106, L141 y Y145, y en 
Hb Wilde además lo están L91, H92, L96 y  V98. Se resalta la pérdida de la histidina proximal 
en esta variante. 
 
 
 
Figura 3.21: Comparación de secuencias entre la Hb wild-type, Hb Wilde y Hb Patagonia. Los residuos 
se encuentran coloreados en función de su carga e hidrofobicidad. ▼: comienzo de los fragmentos. *: 
His92 (F8, proximal). Se muestra la estructura secundaria de los 3 polipéptidos, en función de las cadenas 
β de las estructuras cirstalográficas de los archivos PDB 2HHD y 1HHO. Para cada variante, las 
predicciones estructura  secundaria de los fragmentos alterados se realizaron con PSIpred, I-Tasser y 
Quark. 
 
 
 
Figura 3.22: Tetrámero de la oxihemoglobina humana (PDB: 1HHO). Las cadenas se α-globina se 
encuentran coloreadas en gris, las cadenas de β-globina wild-type en azul y, en rojo, los fragmentos 
alterados en Hb Wilde (a) y Hb Patagonia (b). En las cadenas β1 se señalan con los flechas la histidina 
proximal (His92) y distal (His63). Las estructuras se visualizaron y colorearon con el programa PyMOL. 
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Residuos de la cadena de β-globina 
involucrados en la interfase α1-β1 
Residuos de la cadena de β-globina 
involucrados en la interfase α2-β1 
OxiHb DeoxiHb OxiHb DeoxiHb 
R30 R30 P36 V34 
V33 V33 W37 Y35 
V34 V34 Q39 P36 
Y35 Y35 R40 W37 
M55 M55 H97(*) R40 
N108 N108 D99 H97(*) 
C112 C112 N102 D99 
A115 A115 Y145 P100 
H116 H116 
 
E101 
G119 G119 
 
L105 
K120 F122 
 
Y145 
F122 T123 
 
H146 
T123 P124 
  
P124 P125 
  
P125 Q127 
  
Q127 A128 
  
A128 Q131 
  
Q131 
   
 
Tabla 3.XI: Aminoácidos involucrados en las interfaces α1-β1 y α2-β1 para la oxihemoglobina (PDB 
1HHO) y deoxihemoglobina (PDB 2HHD). Los residuos que se encuentran alterados en Hb Wilde y en 
Hb Patagonia se encuentran en negrita. H97(*) está alterado solamente en Hb Wilde. 
 
 
2.1.3 Hb S / β-tal 
Se identificaron 12 pacientes (10 familias) en los que coexistieron mutaciones β-tal con Hb S y 
un caso, en que la mutación para la Hb S se halló en trans con la hemoglobinopatía talasémica 
Hb Dhonbury, descripta en la sección de este capítulo 1.1. En la Tabla 3.XII se muestran los 
genotipos observados.  
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Mutaciones N° Pacientes N° Familias 
Cd 39 / Hb S 4 4 
Int 1-110 / Hb S 4 3 
Cd 6 (-A) / Hb S 1 1 
Cd 11 (-T) / Hb S 1 1 
Int 1-6 / Hb S 1 1 
Cd 44 (-C) / Hb S 1 1 
Hb Dhonburi / Hb S 1 1 
 
Tabla 3.XII: Frecuencia de los genotipos dobles heterocigotas Hb S / β-tal. 
 
Los datos bioquímicos de los pacientes, corresponden a estudios realizados fuera de las crisis 
hemolíticas, y en aquellos pacientes tratados con hidroxiurea, se muestran valores previos al 
comienzo del tratamiento. 
De todos los casos detectados, sólo en 2 la mutación que origina la Hb S se encontró en doble 
heterocigosis con mutaciones β-tal leves (Int 1-6 y Hb Dhonbury). Si bien es un número bajo de 
datos para tratarlos estadísticamente, la tendencia indicaría que se mantiene la diferencia en los 
valores  del VCM y HCM, respecto a mutaciones β+ severas y β0 (VCM: Rango β leve:72,4-72,9 
ƒl; β severa: 64,5-71,5 ƒl,  ̅=67,2 ƒl. HCM: Rango β leve: 22,9-25,1 pg; β severa: 15,8-23,2 pg, 
 ̅=20,8 pg). 
Todos los pacientes que presentaron una mutación β-tal severa, excepto uno con mutación Int 1-
110, presentaron incrementos en los valores de Hb F por encima del 5% (la mayoría por encima 
del 10%), como consecuencia, seguramente, del stress hematopoyético severo. Factores 
genéticos, analizados más adelante, pueden influir en las diferencias en los valores presentadas 
por los distintos afectados. Los valores de Hb F para los pacientes con mutaciones β-tal leves 
fueron 0,7% para el paciente con Int 1-6 y 2,9% (aumento discreto) para el portador de Hb 
Dhonbury. 
En la mitad de los pacientes, el valor de la Hb A2 no alcanzó el 3,5%, a pesar de hallarse 
presentes mutaciones de tipo β0 (Cd 39 e Int 1-110). No obstante, los mismos pacientes fueron 
también los que presentaron los mayores niveles de Hb F, por lo que podría justificarse la falta 
de aumento de la Hb A2 a expensas del aumento de esta fracción de la Hb. 
 
2.1.4 Estudio de polimorfismos en el gen HBB 
Las secuenciación del gen HBB en pacientes y controles normales, permitió el análisis de la 
frecuencia de distintos polimorfismos en nuestra población. 
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Se estudiaron 5 SNPs que presentan alta frecuencia del alelo minoritario en distintas 
poblaciones, según los datos reportados en la base de datos del Proyecto 1000 Genomas: 
rs713040 (HBB:c.9T>C), rs10768683 (HBB:c.315+16G>C), rs7480526 (HBB:c.315+74T>G), 
rs7946748 (HBB:c.315+81C>T) y rs1609812 (HBB:c.316-185C>T). Se determinó su frecuencia 
y se analizó si se hallaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Además se detectaron otras 
variantes de secuencia poco frecuentes. 
Los polimorfismos detectados se exponen en la Tabla 3.XIII. 
 
Nombre Nombre HGVS Secuencia 
rs713040 
HBB:c.9T>C 
p.His3His 
 
rs10768683 HBB:c.315+16G>C 
 
rs7480526 HBB:c.315+74T>G 
 
rs7946748 HBB:c.315+81C>T 
 
rs1609812 HBB:c.316-185C>T 
 
rs368604295 HBB:c.315+26T>G 
 
rs78815705 HBB: c.316-373C>A 
 
rs33958637 
HBB: c.325A>T 
p.Asn109Tyr 
 
rs113082294 
HBB:c.402G>C 
p.Val134Val 
 
 
Tabla 3.XIII: Polimorfismos y variantes raras de secuencia detectados en el gen HBB.  
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rs713040 (HBB:c.9T>C): la sustitución de una timina por una citosina en el codón 3 
(CAT>CAC) es un cambio silencioso. Para este polimorfismo, se verifica que en la población 
analizada se cumplen las proporciones de la ley de Hardy-Weinberg (p=0,151). A partir de las 
frecuencias genotípicas, se calcularon las frecuencias alélicas. La frecuencia del alelo minoritario 
(MAF) (T), resultó del 21,13%, significativamente menor (p=0,0017) que la reportada por el 
Proyecto 1000 Genomas (MAF (T)=28,60%). 
 
 
Figura 3.23: Gráficos de frecuencias genotípicas y alélicas para el polimorfismo rs713040 en la 
población estudiada. 
 
 
rs10768683 (HBB:c.315+16G>C): el SNP es la sustitución de la guanina por una citosina en la 
posición 16 del intrón 2. Para este polimorfismo, se verifica que en nuestra población se cumplen 
las proporciones de Hardy-Weinberg (p=0,269).  
A partir de las frecuencias genotípicas, se calcularon las frecuencias alélicas. La frecuencia del 
alelo minoritario (G), fue 21,16%, significativamente menor (p=0,0041) que la reportada por el 
Proyecto 1000 Genomas (MAF (G)=28,00%). 
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Figura 3.24: Gráficos de frecuencias genotípicas y alélicas para el polimorfismo rs10768683 en la 
población estudiada.  
 
 
rs7480526 (HBB:c.315+74T>G): el SNP es la sustitución de la timina por una guanina en la 
posición 74 del intrón 2. Para este polimorfismo, se verifica que en nuestra población se cumplen 
las proporciones de Hardy-Weinberg (p=0,672).  
A partir de las frecuencias genotípicas, se calcularon las frecuencias alélicas. La frecuencia del 
alelo minoritario (G), fue 48,10%, significativamente mayor  (p<0,0001) que la reportada por el 
Proyecto 1000 Genomas (MAF (G)=36,90%).  
 
 
Figura 3.25: Gráficos de frecuencias genotípicas y alélicas para el polimorfismo rs7480526 en la 
población estudiada.  
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rs7946748 (HBB:c.315+81C>T): el SNP es la sustitución de la citosina por una timina en la 
posición 81 del intrón 2. Para este polimorfismo, en nuestra población no se cumple el equilibrio 
de Hardy-Weinberg (p=0,007), lo cual es llamativo, ya que es contrario a lo que ocurre con el 
resto de los loci analizados. Una explicación posible es, que el alelo minoritario se encuentre en 
desequilibrio de ligamiento con algunas mutaciones (Balding 2006). Apoyando esta hipótesis, se 
vio que sólo 6 muestras de las 35 que presentaron, al menos un alelo T, no presentaron 
mutaciones en el gen HBB y, en todos los pacientes portadores de la mutación Int 2-745 que se 
secuenció la región 5' del gen, se encontró la variante T, aunque al no estudiar la segregación de 
alelos, no puede asegurarse que se encuentren ligadas, excepto en un caso, que se halló la 
variante en homocigosis. 
 Al igual que en los otros polimorfismos, partir de las frecuencias genotípicas, se calcularon las 
frecuencias alélicas. La frecuencia del alelo minoritario (T), resultó del 11,31%, similar (p = 
0,3714) a la reportada por el Proyecto 1000 Genomas (MAF (T)=9,90%). 
 
 
Figura 3.26: Gráficos de frecuencias genotípicas y alélicas para el polimorfismo rs7946748 en la 
población estudiada.  
 
rs1609812 (HBB:c.316-185C>T): el SNP es la sustitución de la citosina por una timina en la 
posición 81 del intrón 2.  Para este polimorfismo, se verifica que en nuestra población se 
cumplen las proporciones de Hardy-Weinberg (p=0,757). A partir de las frecuencias genotípicas, 
se calcularon las frecuencias alélicas. La frecuencia del alelo minoritario (C), resultó del 18,27%, 
significativamente menor (p=0,0012) que la reportada por el Proyecto 1000 Genomas (MAF 
(C)=28,60%). 
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Figura 3.27: Gráficos de frecuencias genotípicas y alélicas para el polimorfismo rs1609812 en la 
población estudiada. 
 
Las diferencias en las frecuencias reportadas entre nuestra población y los datos obtenidos del 
Proyecto 1000 Genomas pueden deberse a distintos factores: los distintos tamaño de las 
poblaciones analizadas, las diferencias étnicas en la composición de las poblaciones y a la 
selección de los individuos estudiados: mientras que en el Proyecto 1000 Genomas participan 
individuos "sanos", elegidos al azar, la población estudiada presentó un sesgo: estuvo compuesta, 
mayoritariamente, por portadores de mutaciones en el gen HBB. 
 
 Variantes de secuencia raras identificadas 
 
rs368604295 (HBB:c.315+26T>G): el SNP es el cambio de una timina por una guanina en la 
posición 26 del intrón 2. Esta variante se detectó en heterocigosis en una única muestra 
correspondiente a una paciente con anemia microcítica y secuencia del gen HBB sin otras 
alteraciones. La frecuencia del alelo minoritario reportada en el Proyecto 1000 Genomas es del 
0,02%.  Debido a que su baja frecuencia podría sugerir en efecto deletéreo, se hicieron estudios 
predictivos de posibles consecuencias de esta variante. Mediante NNSPLICE versión 0.9, se 
predijo que no se afectaría el reconocimiento de los sitios constitutivos dadores y aceptores de 
splicing, y no se activarían sitios crípticos.   
rs78815705 (HBB: c.316-373C>A): el SNP es el cambio de una citosina por una adenina en la 
posición 478 del intrón 2. Esta variante se detectó en heterocigosis en una única muestra de un 
paciente portador de Cd 39. La frecuencia del alelo minoritario reportada en el Proyecto 1000 
Genomas es del 1,08%. Mediante NNSPLICE versión 0.9, se predijo que no se afectaría el 
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reconocimiento de las secuencias consenso para sitios dadores y aceptores de splicing, y no se 
activarían sitios crípticos.   
 
rs33958637 (HBB: c.325A>T; p.Asn109Tyr): el SNP determina un cambio exónico: al 
sustituirse una adenina por una timina en el codón 109, la asparagina de la secuencia wild-type 
cambia por una tirosina. Esta variante se detectó en heterocigosis en 2 pacientes, en los que no se 
hallaron mutaciones en el gen HBB (muestras 385 y 982). El cambio de la misma adenina por 
citosina (p.Asn109His) da lugar a la Hb Shizuoka, una variante estructural sin repercusiones 
clínicas. La sustitución de la adenina por guanina (p.Asn109Asp) origina la Hb Yoshizuka, con 
afinidad disminuida por el O2. No está reportada la frecuencia del cambio  HBB:c.325A>T  en el 
Proyecto 1000 Genomas, ni tampoco está reportado el cambio en las bases de datos de 
mutaciones HbVar Database e Ithanet. El análisis predictivo con PolyPhen-2 v2.2.2 indica que 
el cambio sería benigno con un score de 0,261. El análisis con Jpred3 mostró que la aspargina 
en esa posición se encuentra poco conservada, aunque no se observan tirosinas. No obstante, la 
sustitución no altera la estructura secundaria en la región afectada. Se realizaron estudios 
predictivos de la creación o pérdida de enhancer exónicos de splicing, mediante el ESEfinder 
3.0. Esta plataforma predice la creación de un nuevo sitio de unión para SRSF6 con un score de 
376,391 (valor umbral: 2,676). Mediante  NNSPLICE versión 0.9 se descartó la pérdida de las 
secuencias consenso o activación de sitios crípticos de splicing. 
 
rs113082294 (HBB:c.402G>C; p.Val134Val): el cambio exónico de una guanina por una 
citosina, no modifica el sentido del codón 134 (valina). Esta variante se detectó en heterocigosis, 
en un paciente con anemia y un VCM levemente disminuido, aunque con un porcentaje de Hb A2 
marcadamente incrementado (hematimetría: GR 4,85 x10
12
/l; Hb: 12,50 g/dl; Hto: 42,00%; 
VCM: 86,60 fl; HCM:25,70 pg; CHCM: 29,76 g/dl; electroforesis de Hb en medio alcalino: Hb 
A2: 4,5%; Hb F:0,3%) , en el que no se hallaron otras alteraciones en el gen HBB. La frecuencia 
del alelo minoritario en el Proyecto 1000 Genomas es del 0,18%. Su baja frecuencia sugirió el 
estudio de un posible rol patogénico, por lo que se investigó con herramientas bioinformáticas si 
se vería afectado el mecanismo de splicing: el ESEfinder 3.0 predijo para este SNP la creación 
de un nuevo sitio de unión para SRSF6 con un score de 293,956 (valor umbral: 2,676), aunque 
por NNSPLICE versión 0.9 no se detectó la alteración de sitios consenso dadores o aceptores o 
activación de sitios crípticos.  
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2.1.5 δβ-tal 
2.1.5.1 (δβ)0-tal 
Se identificó la mutación δβ0-Variante Siciliana (NG_000007.3:g.64336_77738del13403) en 
heterocigosis, en 14 pacientes (11 familias) (Figura 3.28). En un paciente pediátrico esta 
variante se tipificó en asociación con Hb S. 
 
 
Figura: 3.28: δβ0-Variante Siciliana detectada por PCR-GAP. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. M: 
Marcador de PM  Φ x 174 DNA/HaeIII). Tamaño del fragmento wild-type (Alelo N): 677 pb; tamaño del 
fragmento delecionado (Alelo M): 306 pb. 
 
En la Tabla 3.XIV se exponen las medias y rangos de distintos parámetros hematológicos 
calculados a partir de los datos obtenidos de los pacientes heterocigotas para la mutación. 
 
 GR (10
12
/l) VCM (fl) HCM (pg) Hb A2 (%) Hb F (%) 
Media 6,25 65,3 20,3 2,10 5,80 
Rango 4,86 -7,43 54,00 -68,00 18,00 -21,80 1,70 -2,58 4,10 -10,00 
 
Tabla 3.XIV: Datos de laboratorio de los pacientes portadores de la mutación δβ0-Variante Siciliana. 
 
Los fenotipos de los portadores son similares en cuanto al recuento de GR, VCM y HCM a los 
de los portadores de mutaciones β-tal tipo β0 o β+ severa, y como se verá más adelante, a los 
portadores de mutaciones α0. Con los últimos, también comparten niveles similares de la 
fracción de Hb A2. El parámetro hematimétrico para diferenciar estos grupos es el nivel de Hb F: 
ningún paciente presentó valores inferiores al 4% ni superiores al 10%. Niveles de Hb F 
significativamente mayores al 10% pueden ser indicativos de otras condiciones, como HPFH 
(aunque la mayoría de las mutaciones que dan origen a estos cuadros no cursan con fenotipos 
talasémicos), o a mutaciones en el factor transcripcional KLF1. 
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Figura 3.29: Diagnóstico 
molecular de Hb Lepore. 
a): detección por PCR GAP 
con los primers HBD-F1 y 
HBB-2R. Electroforesis en 
gel de agarosa al 2%. M: 
Marcador de PM de 100 pb 
(PB-L Productos Bio-
Lógicos
®
). +: muestra 
positiva para la deleción. 
C+: control positivo para la 
deleción. C-: control 
negativo para la deleción. 
neg: control negativo de 
amplificación. b): 
Tipificación Hb Lepore-
BW (δ68Leu β84Thr) por 
secuenciación.  
 
Existen casos de portadores β-tal que presentan incrementos de Hb F, capaces de suplir 
parcialmente la falta de cadenas de β-globina, por lo que cursan con valores Hb A2 en el rango 
normal. Esta situación se observó en 8 pacientes que habían ingresado al estudio como probables 
portadores de δβ0-tal. En estos casos se observó que la Hb A2 presentaba valores superiores a los 
observados para δβ0-tal (mayores al 3%, cercanos al límite superior normal). 
Todos los pacientes con fenotipo candidato, excepto uno (en el que la secuenciación de HBB no 
mostró polimorfismos en estado heterocigota y sería compatible con la presencia de una deleción 
que afecte a HBB) presentaron la Variante Siciliana, que resulta la predominante en nuestra 
población. 
 
2.1.5.2 (δβ)+-tal 
En 3 pacientes se determinó la presencia de Hb Lepore en heterocigosis: En 2 casos se identificó 
la variante Lepore-Baltimore (NG_000007.3:g.63564_70978del) y, en el restante, la Lepore-
Boston-Washington (BW) (NG_000007.3:g.63632_71046del). En la Figura 3.29 se presenta la 
secuencia dela Hb Lepore-BW. 
Los fenotipos hematológicos resultaron similares a los de los portadores de δβ0-tal, pero en la 
electroforesis de Hb se observó una banda lenta en bajo porcentaje (7 a 15%), con movilidad 
electroforética compatible con una Hb Lepore. 
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2.2 α-talasemias 
El diagnóstico molecular es el único medio para realizar el diagnóstico diferencial de las α-tal. 
Se identificaron mutaciones α-tal en 153 pacientes (136 familias): en 96 casos se trató de 
portadores de mutaciones tipo α+, en 53 casos, de cuadros α0-tal y 4 pacientes presentaron 
enfermedad de Hb H. No se detectaron casos de hidropesía fetal con Hb Barts en la población 
analizada. En la Tabla 3.XV se resumen los datos obtenidos. 
 
Genotipo Nº Pacientes Nº Familias Porcentaje 
-3,7/ 83 
99 72,79 
-3,7/-3,7 26 
T 8 8 0,74 
T 5 3 5,88 
--
MEDI
/ 8 7 2,21 
-()20.5/ 2 2 5,15 
--
SEA
/ 8 6 1,47 
--
FIL
/ 2 1 4,41 
Deleción --
CAL/CAMP*
/ 5 4 0,74 
Deleción --
BA*
/ 1 1 2,94 
Deleción HS-40*
 
; / 1 1 0,74 
--
MEDI
/-3,7 2 2 0,74 
--
>127,5kb*
/-3,7 2 2 1,47 
 
Tabla 3.XV: Frecuencia de los genotipos α-tal identificados. (*): deleciones detectadas por MLPA. 
 
La deleción -3, es la mutación que presentó mayor frecuencia, siendo la principal responsable 
tanto del fenotipo “portador silente”, (genotipo -,/) como del “rasgo talasémico” (genotipo 
-,/ -,). Asimismo, se halló presente en los 4 casos de Hb H. 
Se encontraron por PCR-GAP, distintas mutaciones tipo α0 en estado heterocigota: la deleción    
--
MEDI
 resultó ser la más frecuente en pacientes  con ascendencia mediterránea y la deleción         
--
SEA
, en los de origen asiático.  
Mediante MLPA, con el kit SALSA MLPA probemix P140-B4 HBA de MRC-Holland, pudo 
detectarse la deleción responsable del cuadro α0-tal en 6 familias, y en otras 2 se pudo completar 
la genotipificación de las bases moleculares de la enfermedad por Hb H. Esta metodología 
permitió evidenciar que la segunda mutación de tipo α0 más frecuente en los pacientes estudiados 
de ascendencia mediterránea, resultó la deleción compatible con --
CAL
/--
CAMP
, a diferencia de lo 
descripto en literatura, donde ese lugar es ocupado por -()20,5.  
En 8 familias se hallaron mutaciones puntuales en estado heterocigota en el gen HBA2: 5 
presentaron la mutación αIVSI(-5 nt)α, 2, la αNcoIα y 1, una variante de secuencia en la región 3’ 
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
150 
 
UTR, HBA2:c.*107A>G. En 3 familias, se hallaron mutaciones en el gen HBA1, todas nóveles: 
HBA1:c.301-2A>T, HBA1:c.187delG (p.W62fsX66) y HBA1:c.237delC (p.Asn78Lysfs*6).  
 
2.2.1 Deleciones identificadas por PCR-GAP  
El 88,9% de las muestras caracterizadas se resolvieron con esta estrategia. 
De las 7 deleciones estudiadas, 5 se hallaron en la población analizada: -3,7, --MEDI, -()20,5,       
--
SEA
 y –FIL. En la población estudiada no se encontraron las deleciones -4,.2 y --SPAN.  
 
Deleción -α
. 
(NG_000006.1:g.34164_37967del3804): Todos los estudios en muestras de 
pacientes con fenotipo compatibles con α-tal, comenzaron por la búsqueda de esta deleción.  
Fue la responsable del cuadro hematológico en 86,46% de los pacientes con fenotipo α+-tal (en 
heterocigosis), en el 49,05% de los pacientes con fenotipo α0-tal (en homocigosis) y se halló en 
heterocigosis en los 4 casos de enfermedad de Hb H. 
 
Deleción --
MED
 (NG_000006.1:g.24664_41064del16401): esta mutación, que es la deleción de 
tipo α0 más frecuente en la región del Mediterráneo, también resultó la más frecuente en los 
pacientes estudiados que presentaron esa ascendencia. No se detectó en otros grupos 
poblacionales. 
 
Deleción -(α)
20,5
 (NG_000006.1:g.24664_41064del16401): esta mutación es la segunda 
deleción de tipo α0 en frecuencia en la región del Mediterráneo, según lo descripto en literatura. 
En nuestra población se detectó solamente en 2 pacientes que presentaron ese origen. 
 
Deleción --
SEA
 (NG_000006.1:g.26264_45564del19301): esta mutación, que es la deleción de 
tipo α0 más frecuente en la región del este y sudeste asiático, también resultó la más frecuente en 
los pacientes estudiados que presentaron esa ascendencia. De las 6 familias que presentaron la 
deleción en heterocigosis, 5 presentaron orígenes chinos y la restante, se compuso de un padre y 
su hijo peruanos.  
 
Deleción --
FIL 
(NG_000006.1:g.26264_45564del19301): esta mutación, la más frecuente en 
Filipinas, se detectó en una madre y su hijo, que presentaron origen taiwanés. 
 
Los resultados de las mutaciones detectadas por PCR-GAP se ilustran en la Figura 3.30. 
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Figura 3.30: Mutaciones detectadas por PCR-GAP. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  
M: Marcador de PM de 400 pb (PB-L Productos Bio-Lógicos
®
); HBA2: 1.803 pb pb; -α3,7: 2.029 pb;--SEA: 
1.349 pb; -()20,5: 1.007 pb; --MEDI:  807 pb; --FIL: 546 pb 
 
2.2.2 Deleciones identificadas por MLPA 
Se analizó por MLPA (kit SALSA MLPA probemix P140-B4 HBA, MRC-Holland) el ADN 
genómico de 13 pacientes, con fenotipo compatible con α0-tal, en los que no se habían podido 
determinar las bases moleculares de sus fenotipos clínico-hematológicos (11 con fenotipo de 
“rasgo talasémico” y 2 con Hb H, heterocigotas para la deleción -,). Por medio de esta técnica 
se confirmó la alteración en el cluster de α-globina como el defecto responsable del fenotipo en 9 
pacientes.  
En 5 pacientes (4 familias) se determinó la presencia de una deleción que comprende entre 28,9 
y 36,5 kb, que sería compatible con las deleciones --
CAL
 y --
CAMP
, muy similares en tamaño y 
ambas caracterizadas en población del Mediterráneo.  
En un paciente se identificó una deleción, cuyos bordes no coincidirían con otras deleciones 
previamente descriptas, con un tamaño entre 10,2 y 14,2 kb y que involucra la pérdida de ambos 
genes HBA.  
En otro afectado, se observó una deleción de entre 0,1 y 89,6 kb que involucra la región 
regulatoria MCS-R2 (o HS-40), mientras que sus 4 copias de genes HBA permanecieron intactas.  
En los 2 pacientes con enfermedad de Hb H, (portadores de la deleción -,) el análisis por 
MLPA reveló la presencia de grandes deleciones (mayores a 127,5 kb) que abarcaron todas las 
sondas incluidas en el kit con la pérdida de los genes HBA2 y HBA1 en el cromosoma donde 
faltaba identificar la segunda mutación. Los restantes 4 pacientes, con fenotipo compatible con 
α0-tal, no presentaron deleciones ni inserciones por MLPA. En la Tabla 3.XVI se muestran los 
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valores para cada sonda de las muestras que presentaron deleciones y en la Figura 3.31 se 
esquematizan los resultados obtenidos por MLPA. 
 
Sonda 
(pb) 
Ratio 
13a 103a 115a 171a 172a 94a 250a 438 819 
236 1,046 1,027 0,939 1,445 1,051 1,054 1,059 0,548 0,602 
178 0,949 0,994 0,959 1,019 1,020 0,547 0,969 0,513 0,578 
382 1,146 1,029 0,997 0,828 1,166 0,583 1,057 0,595 0,615 
364 1,156 0,978 0,95 1,010 1,148 0,992 1,003 0,556 0,585 
346 0,605 0,549 0,49 0,542 0,533 1,187 1,128 0,521 0,693 
292 0,553 0,506 0,523 0,532 0,551 1,098 1,118 0,525 0,707 
318 0,591 0,624 0,523 0,703 0,599 1,065 1,178 0,546 0,59 
184 0,515 0,543 0,487 0,739 0,557 0,933 0,99 0,513 0,544 
373 0,562 0,524 0,521 0,287 0,546 1,139 0,59 0,502 0,732 
202 0,622 0,624 0,541 0,602 0,501 1,288 0,605 0,513 0,583 
214 0,541 0,543 0,556 0,473 0,518 1,079 0,554 510 0,601 
229 0,521 0,542 0,547 0,493 0,545 1,108 0,612 0,515 0,622 
142 0,563 0,493 0,5 0,587 0,547 0,994 0,528 0,276 0,309 
160 0,526 0,549 0,514 0,667 0,530 0,925 0,526 0,543 0,461 
241 0,519 0,524 0,555 0,836 0,537 0,999 0,524 0 0 
166 0,558 0,569 0,581 0,447 0,541 1,089 0,575 0,261 0,323 
196 0,549 0,532 0,42 0,532 0,538 1,039 0,585 0 0 
190 0,528 0,52 0,506 0,617 0,520 1,046 0,549 0 0 
220 0,560 0,576 0,568 0,385 0,519 1,169 0,599 0 0 
256 0,542 0,531 0,499 0,567 0,509 1,073 0,552 0 0 
337 0,530 0,54 0,527 0,492 0,534 1,064 0,641 0 0 
154 0,520 0,527 0,567 0,568 0,557 1,034 0,521 0,512 0,559 
283 0,528 0,54 0,523 0,814 0,521 1,033 0,568 0,509 0,06 
310 1,096 1,027 0,97 1,554 1,055 1,093 1,206 0,557 0,663 
400 1,131 1,047 0,985 1,669 1,055 1,065 1,152 0,572 0,608 
 
Tabla 3.XVI: Resultado del MLPA para las muestras 13a, 103a, 115a, 171a ,172a (Deleción --
CAL/CAMP
); 
94a (Deleción HS-40); 250a (Deleción --
BA
); 438 (--
PA
)y 819 (--
LU
). Se encuentran sombreadas en celeste 
los valores compatibles con una deleción y en rojo, los compatibles con una duplicación. 
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Figura 3.31: Esquema de las deleciones halladas por MLPA. Las flechas indican la posición de las 26 
sondas incluidas en el kit de MLPA. Las diferentes deleciones observadas en pacientes se indican como 
barras grises; las líneas punteadas marcan las regiones de los posibles puntos de corte de la deleción. En 
los 2 pacientes con Hb H (genotipo --/-α3,7), se indican las 2 deleciones: la deleción caracterizada por 
MLPA que se extendió a lo largo de las 26 sondas  (barras grises) y la deleción -3,7 (barras verticales). n: 
número de pacientes en los que se encontraron las mutaciones. 
 
A continuación se describe el análisis de las deleciones detectadas por MLPA. 
 
Deleción entre 28,9 y 36,5 kb (Deleción --
CAL/CAMP
): esta deleción, que abarcó desde la sonda 
de 346 pb hasta la de 283 pb, se detectó en 5 pacientes (muestras: 13a, 103a, 115a, 171a y 172a) 
de 4 familias. 171a y 172a eran padre e hija, por lo que ambos deberían tener la misma mutación. 
Debido a que el análisis de la muestra 171a presentó algunas anomalías (los valores de ratio 
calculado para algunas sondas presentaron valores compatibles con duplicaciones, o no 
evidenciaban la deleción), se establecieron los bordes de la deleción a partir de los resultados de 
172a.  
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Figura 3.32: Arriba: visualización de los resultados de MLPA con  Gene Marker® Version 1.4, para un 
control y los pacientes que presentaron la deleción. Abajo: esquema de las sondas abarcadas por la 
deleción. 
 
En función de sus límites, resultó compatible con las deleciones --
CAMPANIA
 (--
CAMP
) (Sessa y col. 
2010) y --
CAL
, con sus límites actualizados (Blattner y col. 2013). La génesis de estas 2 
mutaciones estaría mediada por recombinación de sitios Alu muy cercanos. 
Para confirmar la deleción observada en las distintas muestras y tener montado un sistema más 
económico de screening de esta mutación (que resultó la ser la segunda mutación tipo α0 más 
frecuente en pacientes de ascendencia de la cuenca del Mediterráneo), se realizó la PCR-GAP 
diseñada por Sessa y col. Los tamaños de amplificación esperados serían: 776 pb para los alelos 
no delecionados y 861 u 837 pb, según la mutación resultara la --
CAMP
 o --
CAL
, respectivamente. 
Debido a la dificultad de distinguir la diferencia del peso molecular en gel de agarosa, y con el 
fin de confirmar los sitios de ruptura y unión que dieron lugar a la deleción, se secuenciaron los 
productos de amplificación. El análisis reveló que la deleción presente en nuestra población 
involucra 31.207 pb: GRCh37/hg19 chr16: 197924-229131del31208. A pesar de coincidir en 
tamaño con la deleción  --
CAL
, los puntos de ruptura detectados resultaron distintos a los 
descriptos por Blattner y col. 
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
155 
 
 
Figura3.33: Electroferograma de la secuenciación de la deleción --
CAL
 detectada en nuestra población. El 
triángulo señala la región correspondiente a la secuencia delecionada. 
 
Deleción entre 0,1 kb y 89,6 kb (Deleción HS-40): esta deleción, que abarcó desde la sonda de 
178 pb hasta la de 382 pb, se identificó en una paciente (muestra 94a) con fenotipo α0-tal (Rto. 
de GR:5,22 x10
12
dl; VCM: 71 ƒl; HCM: 22 pg; Hb A2: 2,3%). Como se aprecia en el esquema 
que indica la región delecionada, el fenotipo en esta paciente, que presenta sus 4 copias de genes 
HBA, se atribuye la pérdida del locus regulatorio HS-40. 
 
Figura 3.34: Arriba: visualización de los resultados de MLPA con  Gene Marker
®
 Version 1.4, para un 
control y la paciente que presentó la deleción. Abajo: esquema de las sondas abarcadas por la deleción.  
 
Existen numerosas deleciones que abarcan la región regulatoria, de tamaños muy diferentes. En 
base a los resultados publicados, se intentó caracterizar la deleción usando combinación de 
distintos primers disponibles, sin éxito, así como por Long-PCR. Se intentó estudiar, con primers 
específicos, la variante (αα)ZW, una deleción de 15.997 pb (Viprakasit y col. 2006), la cual 
resultó negativa. Debido al extenso tamaño de la región donde pueden estar ubicados los límites 
de la deleción, y al alto contenido de GC, que dificulta la eficiencia de amplificación, se decidió 
desistir con la estrategia de diseño de distintos primers para cubrir la región posiblemente 
delecionada. 
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Deleción entre 10,2 kb y 14,2 kb (Deleción --
BA
): esta deleción se detectó en una paciente 
(muestra 250a) y no habría reportes previos de ninguna deleción que pudiera presentar bordes 
compatibles. 
 
 
Figura 3.35: Arriba: visualización de los resultados de MLPA con  Gene Marker
®
 Version 1.4, para un 
control y la paciente que presentó la deleción. Abajo: esquema de las sondas abarcadas por la deleción.  
 
 
Se decidió establecer los límites de la deleción por la estrategia de PCR-GAP, usando distintas 
combinaciones de primers disponibles en el laboratorio y nuevos primers diseñados 
específicamente para estos ensayos. 
La secuenciación de un fragmento de 819 pb obtenido con los primers 250a3F y 250a1R 
permitió establecer el tamaño y los límites de la deleción: abarca 10.394 pb (GRCh37/hg19 
chr16: 217522-227915del10394). La deleción novel, se nombró como --
BA
, debido a que la 
paciente es de la provincia de Buenos Aires.   
 
 
Figura 3.36: Electroferograma de la secuenciación la deleción --
BA
. El triángulo señala la región 
correspondiente a la secuencia delecionada 
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Deleciones mayores a 127,5 kb: estas deleciones, que abarcaron todas las sondas del kit, se 
observaron en 2 pacientes con Hb H en los que, hasta el momento, sólo se había confirmado la 
deleción de 3,7 kb. 
La primera correspondió a una paciente adulta (muestra 438), sin retraso mental ni rasgos físicos 
característicos talasémicos, que sólo tuvo requerimiento transfusional durante el único embarazo 
que cursó. Su hija heredó la deleción -α3,7. 
El segundo correspondió a un niño, con retraso mental y anomalías del desarrollo (muestra 819), 
lo que sugirió estar en presencia de un cuadro de ATR-16. Se pudo acceder al ADN de sus 
padres para buscar la herencia de sus mutaciones, y obtener una muestra heparinizada del 
paciente, con el fin de realizar un estudio de FISH (a pesar de que contaba con un estudio 
citogenético previo negativo, debido al tamaño mínimo que presentó la deleción, existía la 
posibilidad que pudiera ponerse en evidencia mediante esta técnica). Esta técnica resultó efectiva 
para evidenciar la deleción en 16p13.3 del paciente (Figura 3.38). 
 
 
 
Figura 3.37: Arriba: visualización de los resultados de MLPA con  Gene Marker
®
 Version 1.4, para un 
control y los pacientes que presentaron las deleciones. Abajo: esquema de las sondas abarcadas por las 
deleciones nóveles y la -α3,7.  
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Figura 3.38: Visualización de la deleción Chr16(16p13.3; 88165-1507988)x1 - Hibridación in Situ 
Fluorescente (FISH) con sonda de 110 Kb TelVysion 16p. Las flechas señalan los cromosomas 16. 
En el estudio de FISH, se pudo visualizar que la región de hibridación de la sonda en 16p13.3 se 
encontraba delecionada en uno de los cromosomas homólogos. 
 
La deleción -α3,7 fue heredada de su padre. En cambio, la deleción intersticial en 16p13.3 se 
produjo de novo en las gametas maternas o en el mismo paciente, ya que la madre presentaba 
índices eritrocitarios normales y la técnica de FISH, permitió descartar en ella la presencia de 
una traslocación balanceada que involucrara la región de interés. 
Con el fin de delimitar ambas deleciones, el ADN de ambos pacientes se estudió en el Instituto 
de Genética Médica y Molecular del Hospital Universitario La Paz en la Universidad Autónoma 
de Madrid por SNP array, con la plataforma CytoSNP850K(Illumina). 
En 438 se identificaron CNVs benignos y la deleción (arr[GRCh37] 16p13.3( 88,165-
490,645)x1), una deleción de al menos 402,480 pb, cuyos límites no se encuentran reportados en 
las bases de datos. La deleción se denominó --
PA
. 
 
 
Figura 3.39: Estudio de la deleción  --
PA
  por SNP-array con la plataforma CytoSNP850K(Illumina) y 
análisis bioinformático con el algoritmo BeadArray v2 (BlueFuse Multi v3.3(12513)) 
 
En la muestra 819 se identificaron 3 hallazgos con repercusión clínica: la deleción en el 
cromosoma 16, denominada --
LU
: arr[hg19]Chr16(16p13.3; 88,165-1,507,988)x1, de al menos 
1,419,823 pb, que abarca desde el gen POLR3K hasta parte del gen CLCN7, otra deleción 
terminal arr[hg19]Chr17(17q25.3; 80544855-81057996)x1 de 513141 pb y una duplicación 
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terminal arr[hg19]Chr7(7p22.3-p22.1; 130.325- 3692571)x3, de 3562246 pb. Ninguna de estas 
alteraciones se halló en sus padres. 
 
2.2.3 Identificación de mutaciones puntuales en HBA2 
En los pacientes tanto con fenotipos tipo α+ como α0 en que no se hallaron deleciones, se estudió 
la presencia de mutaciones puntuales en HBA2, en primera instancia, y a continuación, en HBA1. 
En 8 familias se hallaron mutaciones en estado heterocigota en el gen HBA2: 5 presentaron la 
mutación αIVSI(-5nt)α, 2, la αNcoIα y 1, una variante de secuencia en la región 3’ UTR, 
HBA2:c.*107A>G.  
Las primeras 2 mutaciones son prevalentes en población mediterránea, donde les sigue en 
frecuencia la mutación que origina la Hb Icaria, que no se encontró en los pacientes estudiados. 
El cambio HBA2:c.*107A>G se encuentra ingresado en la base de datos HbVar Databse como 
una mutación detectada en albaneses e italianos y, en Ithanet, como un polimorfismo neutral. En 
el Proyecto 1000 Genomas, el alelo de minoritario (A) se detectó con una frecuencia del 0,3%. 
Se hizo un estudio en nuestra población de su frecuencia mediante screening por PCR-SSCP y 
secuenciación de la región 3' del gen HBA2 resultando su frecuencia de 0,49% (1 alelo de 206 
estudiados, pertenecientes a pacientes con fenotipo α-tal y controles). Esta variante no afecta los 
tractos polipirimídicos implicados en la unión de las proteínas de la familia αCP implicada en 
protección frente a la degradación por riboendonucleasas y deanilasas (Waggoner y Liebhaber 
2003).   
Estos hallazgos son compatibles con el perfil étnico de nuestra población, de ascendencia 
predominante del área del Mediterráneo. De hecho, no se detectaron mutaciones antisentido, 
como la Hb Constant Spring, muy frecuentes en China y el sudeste asiático.  
 
 
Figura 3.40: Estudio de las mutaciones αIVSI(-5 nt)α, y αNcoIα por PCR-RFLP. M: Marcador de PM de 400 
pb (PB-L Productos Bio-Lógicos
®
). s/d: producto sin digerir. (+/+): genotipo homocigota para la 
mutación; (+/-): heterocigota; (-/-): homocigota wild-type. 
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2.2.4 Identificación y caracterización de mutaciones puntuales nóveles en HBA1 
A continuación se presentan las mutaciones nóveles que afectan al gen HBA1, detectadas en 3 
familias.  
 
HBA1:c.301-2A>T: esta mutación se detectó en una paciente de 88 años (muestra 6a), de 
ascendencia del norte de Italia, que presentaba un fenotipo hematológico α+-tal. Los resultados 
de laboratorio presentados por la paciente fueron: GR 5,05 x10
12
/l; Hb: 12,50 g/dl; Hto: 37,5%; 
VCM: 74,20 fl; HCM: 24,80 pg; CHCM: 33,40 g/dl; RDW: 15,8%; electroforesis de Hb en 
medio alcalino: Hb A2: 2,7%; Hb F: 1%. 
Luego de descartar las deleciones α-tal más frecuentes por PCR-GAP, y en función del fenotipo 
(con valores de VCM y HCM superiores a los esperados para mutaciones tipo α0), se 
secuenciaron los genes HBA2 y HBA1. En el gen HBA2 el único cambio respecto a la Secuencia 
de Referencia fue el SNP rs2362746 en estado heterocigota, que confirmó la presencia de los 2 
alelos. La secuencia del gen HBA1, reveló la presencia de dos alteraciones, ambas en 
heterocigosis: HBA1:c.154G>A, que da lugar a la Hb Riccarton (p.Gly51Ser), variante levemente 
inestable, descripta previamente en población caucásica, en Nueva Zelanda (Brennan y col. 
2005) y Países Bajos (van den Ouweland y col. 2008) y una mutación novel que modifica el sitio 
aceptor de splicing del segundo intrón, HBA1:c.301-2A>T, impidiendo el normal procesamiento 
del trascripto primario. El programa NNSPLICE versión  0.9  asigna un score de 0,95 (en una 
escala de 0-1) al sitio aceptor wild-type, y cuando la variante se halla presente, el score pasa a ser 
0. En consecuencia, no se producen cadenas de α-globina a partir del ARNm portador del 
cambio. 
Se investigó si la variante que da lugar a la Hb Riccarton y la nueva mutación se encontraban en 
cis o en trans. La electroforesis de Hb en agarosa podría haber resultado una herramienta útil en 
este aspecto, ya que si las mutaciones se encontraban en cis, no se sintetizaría la hemoglobina 
estructuralmente anómala. No obstante, en medio alcalino, la movilidad de la Hb Riccarton es 
similar a la Hb A, por lo que la falta de visualización de una banda X no brindaba evidencia 
suficiente para esta determinación. 
El producto de amplificación del gen HBA1 de 1534 pb, se clonó en pGEM
®
-T Easy Vector 
System, se transformaron bacterias Escherichia coli DH5 y se purificaron y secuenciaron los 
clones, revelando que ambas mutaciones se encontraban en cis, por lo que la mutación 
HBA1:c.301-2A>T, responsable del fenotipo α+-tal, inhibe la expresión de la Hb Riccarton. En la 
Figura 3.41 se muestran los resultados. 
 
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
161 
 
 
Figura 3.41: Identificación de las mutaciones por secuenciación del gen HBA1. (a) Electroferograma que 
muestra los 2 cambios en heterocigosis: c.154G>A (Hb Riccarton) y c.301-2A>T; (b) Estrategia de 
clonado del producto de amplificación del gen HBA1 (1534 pb,  desde c.-149 a c.*308) en pGEM®-T 
Easy Vector System. (c) Secuenciación de un clon que confirma que ambas mutaciones se encontraban en 
cis. 
 
HBA1:c.187delG (p.W62fsX66): esta mutación se caracterizó en una paciente adulta afro-
cubana con drepanocitosis (muestra 53a) y en su hijo, portador de Hb S (muestra 55a), cuyos 
resultados de laboratorio se exponen en la Tabla 3.XVII.  
Paciente 53a 55a 54a 
Rto.  GR (10
12
/l) 2.31 5.70 4.54 
Hematocrito (%) 19 45 36 
Hb (g/dl) 6.0 14.5 11.1 
VCM (fl) 80.6 79.5 79.3 
HCM (pg) 26.0 25.4 24.4 
CHCM (g/dl) 32.3 32.0 30.8 
Hb A2 (%) 2.0 2.2 2.0 
Hb S (%) 98.0 40.0 38.0 
Hb F (%) <2.0 <2.0 <2.0 
Genotipo α α
P212αdelG/ αα αP212αdelG/ αα αP212α/–α3,7 
Genotipo β β
S/ βS βS/ βA βS/ βA 
 
Tabla 3.XVII: Resultados de laboratorio para los integrantes de la familia en la que se halló la mutación 
HBA1:c.187delG. El pedigrí se expone en la Figura 3.45. 
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Figura 3.42: (a) Secuencia del 
gen HBA1: presencia en 
heterocigosis  de la mutación 
HBA1:c.187delG. (b) 
Confirmación de la mutación 
por PCR-SSCP del exón 2 del 
gen HBA1, en geles no 
desnaturalizantes de 
poliacrilamida, revelados por 
tinción con nitrato de plata.▼: 
señalan el patrón electroforético 
anómalo en la madre y su hijo. 
(c) Secuencia aminoacídica 
deducida para los alelos wild-
type y mutado.  La secuencia C-
terminal modificada se 
encuentra subrayada y el 
asterisco (*) indica el codón stop 
prematuro. 
 
La secuencia del gen HBA2 en los pacientes y en una sobrina (muestra 54a), que presentó la 
deleción -α3,7 reveló en los 3 la presencia, en estado heterocigota, del alelo patchwork α212, un 
polimorfismo que aparentemente no tendría efecto α-tal. 
En la madre y su hijo se secuenció el gen HBA1, donde se identificó una deleción de la primera 
base del codón 62 en el exón 2 (HBA1: c.187delG). Este cambio genera un corrimiento del 
marco de lectura: el codón 62 pasa de codificar valina a triptofano, y se genera un codón stop 
prematuro putativo en el codón 66, en el mismo exón, alterándose en el polipéptido la secuencia 
C-terminal: (62)Trp-Pro-Thr-Arg-(66)COOH.  
El codón stop prematuro se introduce 99 pb upstream de la última unión exón-exón. Es probable 
que este cambio sea censado por la vía de vigilancia de Non-sense mediated decay (NMD), que 
impide la traducción de mensajeros portadores de codones stop prematuros, impidiendo la 
traducción de proteínas truncas, que podrían adquirir funciones tóxicas y producir fenotipos más 
severos (Maquat 2004; Peixeiro 2011 y col.). 
La confirmación de la mutación y el estudio poblacional se realizaron por SSCP: sólo replicaron 
el mismo patrón electroforético anómalo las muestras de la madre y su hijo, sobre un total de 140 
cromosomas analizados (36  de pacientes con fenotipo α-tal y 104 de controles con parámetros 
hematológicos normales). 
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HBA1:c.237delC (p.Asn78Lysfs*6): esta mutación se identificó en un paciente pediátrico 
nacido en Paraguay, que presentó los siguientes resultados hematológicos: GR 5,41 x10
12
/l; Hb: 
12,00 g/dl; Hto: 37,0%; VCM: 68,00 fl; HCM: 22,00 pg; CHCM: 32,00 g/dl; electroforesis de 
Hb en medio alcalino: Hb A2: 2,1%; Hb F menor al 2%. 
 Se descartó la presencia de las deleciones estudiadas por PCR-GAP y se secuenciaron ambos 
genes HBA: la secuencia de la región codificante del gen HBA2 reveló la presencia de 3 
polimorfismos en estado heterocigota en la región promotora, en las posiciones c.-812, c.-385 y 
c.-277, descartando la existencia de deleciones que removieran este gen. La secuencia del gen 
HBA1 expuso la mutación α-tal, presente en estado heterocigota. 
El análisis del ADN genómico de sus padres reveló que la alteración había sido heredada de su 
padre. No se contó con datos hematológicos o acceso al ADN de otros individuos del grupo 
familiar para evaluar si la mutación se produjo de novo en este probando. 
 La deleción de la citosina (tercera base) del codón 78 del exón 2, altera el marco de lectura: el 
codón 78 pasa de codificar asparagina a lisina, y 6 codones corriente abajo aparece un codón 
stop prematuro putativo. En la Figura 3.43 se muestra la deleción en HBA1 y las secuencias de 
las cadenas α normal y mutada. 
La vía NMD requiere una distancia mínima entre el codón stop prematuro y el borde exón-exón 
para activarse (“regla del límite de 50 a 55 nucleótidos"). La deleción HBA1:c.237delC induce la 
formación de la secuencia de terminación de la traducción "UGA" a 50 pb de la unión exón-
exón, lo que dificulta la predicción de si es capaz de desencadenar la activación de esta vía.  
 
 
Figura 3.43: Arriba: Electroferograma del padre y su hijo que presentan la mutación HBA1:c.237delC. 
Abajo: Traducción deducida de las cadenas de α-globina wild-type y mutante. 
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2.2.5 Perfiles hematológicos de portadores α-tal 
A partir de los resultados obtenidos, se correlacionaron los genotipos con los parámetros 
hematológicos. En la Tabla 3.XVIII se presentan los resultados hallados para el recuento de GR, 
VCM, HCM y Hb A2 en los pacientes que presentaron deleciones α-tal. Los pacientes se 
agruparon de acuerdo a su genotipo, sexo y rango etario, con el fin de evaluar si existían 
diferencias significativas en los valores entre estos grupos. Tanto para el VCM como el HCM, en 
el genotipo     -/ no existen diferencias significativas entre hombres y mujeres adultos, pero 
sí entre pacientes adultos y pediátricos, mientras que no se observaron diferencias significativas 
entre los grupos para los genotipos -/- y --/. Para el recuento de GR, no se observaron 
diferencias significativas entre los grupos para el genotipo -/, pero en el caso de los 
pacientes con deleción de 2 copias de genes HBA, los hombres presentaron valores 
significativamente más elevados que las mujeres y que los pediátricos. El análisis de los valores 
de Hb A2 arrojó resultados similares a los observados para el VCM y el HCM para los genotipos 
-/- y --/, mientras que en los pacientes con una única copia de gen HBA delecionada, sólo 
se observaron diferencias significativas entre las mujeres adultas y los portadores pediátricos.  
Debe tenerse en cuenta que los valores remitidos, fueron obtenidos por distintoas laboratorios, 
por lo que estos resultados podrían ser atribuidos, al menos parcialmente, a esta causa. 
Un aspecto para resaltar, es que un 66,15% de los individuos que presentan genotipos -/ o 
mutaciones puntuales, presentan valores de Hb  por encima del límite inferior para el cual se 
considera anemia (mujeres con valores de Hb ≥ 12 g/dl y hombres con valores ≥14 g/dl). 
 
Genotipo 
Rto. GR 
(10
12
/dl) 
VCM 
(ƒl) 
HCM 
(pg) 
Hb A2 
(%) 
-/ 
Hombres 
n=17 
5,17 ± 0,96 78,68 ± 2,83 25,61 ± 1,20 2,51 ± 0,31 
Mujeres 
n=45 
4,79 ± 0,37 77,33 ± 3,13 24,85 ± 1,26 2,60 ± 0,33 
Pediátricos 
n=21 
5,06 ± 0,40 71,67 ± 4,51 22,84 ± 1,27 2,22 ± 0,32 
--/ y 
-/- 
Hombres 
n= 6 
6,17 ± 0,24 66,17 ± 3,23 20,13 ± 1,33 2,18 ± 0,26 
Mujeres 
n= 19 
5,34 ± 0,56 67,37 ± 3,91 21,02 ± 1,09 2,31 ± 0,35 
Pediátricos 
n = 25 
5,31 ± 0,36 67,21 ± 2,82 21,13 ± 1,37 2.20 ± 0,49 
 
Tabla 3.XVIII: Relación entre los genotipos α-tal y los parámetros hematimétricos. Se indican media ± 
desvío estándar para cada parámetro. 
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Al comparar los 4 parámetros estudiados entre los distintos genotipos (se incluyeron las 
mutaciones puntuales, sin discriminar entre el gen afectado y sin ajustar por sexo y edad), se 
extraen las siguientes conclusiones: 
 Los valores de VCM arrojaron diferencias significativas para los distintos grupos (-
/, portadores de mutaciones puntuales o de deleción de 2 copias de genes HBA). No 
se registraron diferencias significativas únicamente entre los pacientes pediátricos con 
deleción de una copia de gen HBA y aquellos que presentaron mutaciones puntuales.  
 En el análisis de HCM, los resultados fueron bastante similares a los del VCM, excepto 
que tampoco en adultos se verificaron diferencias significativas en los valores de  los 
portadores del genotipo -/ y de mutaciones puntuales.  
 Existen diferencias significativas en el recuento de GR entre los pacientes que presentan 
deleción de una única copia de gen HBA y aquellos con pérdida de 2 copias. Los 
pacientes con mutaciones puntuales presentan valores intermedios. 
 Los niveles de Hb A2 en los distintos genotipos se presentan de manera similar al 
parámetro anterior: se encuentran significativamente disminuidos (aunque con un valor 
de p mayor) en los pacientes con genotipo --/ respecto a los portadores con -/, 
mientras que aquellos que presentaron mutaciones puntuales exhibieron niveles de Hb 
A2 intermedios. 
 
Las tendencias en los valores analizados, se representan en la Figura 3.44. 
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Figura 3.44: Comparación de VCM, HCM, Recuento de GR y Hb A2 entre los distintos grupos de 
portadores α-tal. Los valores están indicados como media ± DS.  Análisis estadístico comparativo de 
VCM, HCM, GR y Hb A2 de las distintos mutaciones por ANOVA de una vía y test post-hoc de 
Bonferroni (GraphPad Prism version 5.03). Valores de significancia: ***p=0.001; **p=0.01; *p=0.05; ns: 
no significativo. 
 
 
2.2.6 Polimorfismos en el gen HBA2 
Las técnicas de screening y secuenciación del gen HBA2 mostraron distintos polimorfismos, que 
se detallan en la Tabla 3.XIX.  
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Nombre Nombre HGVS Secuencia 
N.D HBA2:c.-59 C>T 
 
rs71382271 HBA2:c.-43G>C 
 
N.D. HBA2:c.-24C>G 
 
rs2362746 HBA2:c.300+55T>G 
 
N.D. 
Alelo  
patchwork α212  
N.D. HBA2:c.-614G>A 
 
N.D. HBA2:c.95+39C>T 
 
rs2685121 HBA2:c.*136G>A 
 
 
Tabla 3.XIX: Polimorfismos detectados en el gen HBA2. N.D.: no está reportado en bases de datos. 
 
HBA2:c.-59 C>T: se detectó esta variante de secuencia en la región 5'UTR de HBA2 en 
heterocigosis, en una paciente con un diagnóstico previo de Hb Sunshine Seth 
(HBA1:c.283G>C), sin fenotipo talasémico. La misma no se encuentra reportada en la base de 
datos de polimorfismos dbSNP ni en las bases de datos de mutaciones causantes de 
hemoglobinopatías. 
 
rs71382271 (HBA2: c.-43G>C): este SNP mapea en región 5' UTR del gen HBA2. En ninguno 
de los más de 150 alelos secuenciados se observó la presencia del alelo G (Secuencia de 
Referencia). 
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HBA2:c.-24C>G: esta variante, que mapea en la región 5' UTR de HBA2, se encuentra 
reportada en las bases de datos Ithanet y HbVar Database como un polimorfismo neutro o 
"variante rara de secuencia", respectivamente (IthaID: 2481; HbVar ID 2927). No existen 
entradas para este SNP en dbSNP. Para este polimorfismo, se verificó que en la población 
analizada se cumplen las proporciones de Hardy-Weinberg (p=0,786). En 100 cromosomas 
secuenciados, el alelo C presentó una frecuencia del 96% y el alelo G, del 4%. 
 
rs2362746 (HBA2:c.300+55T>G): en 2 pacientes con fenotipo α+ (uno era la portadora de la 
mutación novel HBA1:c.301-2A>T, en cis con la Hb Riccarton) se detectó este SNP en estado 
heterocigota. La variante G de este polimorfismo corresponde al alelo de referencia en la 
posición análoga en el gen HBA1. En la Fase 1 del Proyecto 1000 Genomas, el alelo minoritario 
G presentó una frecuencia del 3,35%. La G en la posición 55 del intrón 2, en la secuencia del gen 
HBA2, también se identificó en los pacientes que presentaron la variante patchwork α212. 
 
Alelo Patchwork α212: los alelos patchwork son alelos híbridos; el del gen HBA2 (patchwork 
α212) en su región promotora y en 3' UTR posee la secuencia propia del gen HBA2, mientras que 
en el intrón 2 exhibe la secuencia que caracteriza al gen HBA1 (presencia de la sustitución 
c.300+55T>G y del octanucleótido 5'-CTCGGCCC-3' en la posición c.301-24, que reemplaza la 
G característica). Esta variante fue reportada previamente en individuos que en su mayoría 
presentaron microcitosis leve y de ascendencia afro-americana (Gu y col. 1988), india, malaya e 
iraní (Law y col. 2006), en frecuencias del 3,15, 4,25, 0,78 y 0,83%, respectivamente.  
En nuestra población, de ascendencia predominantemente mediterránea, se realizó la búsqueda 
de esta variante en 380 cromosomas: 120 de pacientes con fenotipo α-tal y 260 de individuos con 
parámetros hematológicos normales. Se halló en heterocigosis en 6 individuos correspondientes 
a 3 familias: en una madre afro-cubana con anemia drepanocítica (muestra 53a) y su hijo 
(portador de Hb S, muestra 55a), en los que se halló además la mutación novel HBA1:c.187delG 
(p.W62fsX66)) y en la sobrina, portadora de Hb S y de la deleción -α, (muestra 54a). También 
en coexistencia con la deleción de 3,7 kb se detectó en un niño haitiano adoptado (muestra 
141a). Por último, se detectó en un padre y su hija (muestras: 97a y 823), argentinos de 
ascendencia italiana, que presentaron fenotipo compatible con α+-tal y en los que no se 
detectaron mutaciones o polimorfismos en los genes HBA ni HBB. Los parámetros 
hematológicos y los genotipos de las muestras 141a, 97a y 823 se exponen en la Tabla 3.XX. La 
frecuencia resultante de este alelo fue del 1,56% y es la primera vez que se reporta esta variante 
en América latina. 
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Paciente 141a 97a 823 
Rto. de GR (10
12
/l) 5.60 5.19 4.65 
Hb (g/dl) 11.8 13.6 10.8 
Hematocrito (%) 37.5 35.0 44.3 
VCM (fl) 67.0 85.2 75.3 
HCM (pg) 22.0 26.2 23.2 
CHCM (g/dl) 32.0 30.7 30.9 
Hb A2 (%) 2.1 2.5 2.2 
Hb S (%) 0.0 0.0 0.0 
Hb F (%) <2.0 1.5 0.9 
Genotipo α-globina α
P212α/–α3,7 αP212α/αα αP212α/αα 
Genotipo β-globina β
A/βA βA/βA βA/βA 
 
Tabla 3.XX: Datos de laboratorio y genotipos presentados en el cluster de α-globina de los restantes 
pacientes en los que se detectó la variante patchwork α212. αP212: patchwork α212.Los datos de las 
muestras 53a, 54a y 55a se encuentran reportados en la Tabla 3.XVII. 
 
Para comparar el origen mutacional de los alelos patchwork α212, se secuenció el gen HBA2 y 
su región promotora (desde c.-950 hasta c.*50). Se pudieron confeccionar los haplotipos, en 4 de 
los 6 pacientes.  Los resultados se muestran en la Figura 3.45.  
 
 
Figura 3.45: Pedigrís, genotipos α-tal y haplotipos de las familias estudiadas: afro-cubana (A), haitiana 
(B) e ítalo-argentina (C). Las variantes de secuencia no reportadas previamente se encuentran subrayadas. 
NVS1: nueva variante de secuencia NC_000016.9:g226102 (HBA2:c.-614G>A). NVS2: nueva variante 
de secuencia NC_000016.9:g226849 (HBA2:c.95+39C>T). La doble flecha indica origen parental 
indeterminado. 
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Los 2 pacientes genéticamente no relacionados que presentaron el genotipo αP212α/-α3,7, 
presentaron haplotipos idénticos, y en estas muestras se detectaron 2 SNPs (uno en la región 
promotora, en la posición HBA2:c.-614G>A (NC_000016.9:g226102:G>A) y el segundo, en la 
posición 39 del intrón 1: HBA2:c.95+39C>T (NC_000016.9:g226849C>T)) que no están 
reportados en dbSNP, Proyecto 100 Genomas ni en las bases de datos de mutaciones implicadas 
en hemoglobinopatías. Los haplotipos en fase con el patchwork α212 de estos pacientes difieren 
de los presentados por el resto de los portadores. Esto estaría sugiriendo que existen al menos 2 
orígenes mutacionales para esta variante. De hecho, los haplotipos hallados en este estudio 
difieren de los presentados por Gu y col. (1988) y Law y col. (2006),  brindando más evidencias 
para esta teoría.  
Al presente no existe un consenso sobre el mecanismo mutacional involucrado en la génesis de 
este alelo: por un lado, se postula la conversión génica, aunque el octanucleótido presente en 
HBA1 es teóricamente una barrera grande y por otro, crossing-over desigual, posiblemente entre 
un alelo wild-type y otro portador de la deleción -α,.  
 
 
 
Figura 3.46: Detección del alelo patchwork α212 por (a)SSCP del producto de amplificación del gen 
HBA2 digerido con TaqI, en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% con glicerol, revelados 
por tinción con nitrato de plata: la flecha ▼ señala el patrón presentado por la muestra portadora en 
heterocigosis (b) electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de digestión del gen HBA2 con 
ApaI : la flecha ▼ señala el patrón presentado por la muestra portadora en hemicigosis y (c) 
secuenciación. 
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rs2685151 (HBA2:c.*136G>A): este SNP se detectó mediante la secuenciación del producto de 
amplificación de la región 3' del gen HBA2. En la Fase 1 del Proyecto 1000 Genomas el alelo 
minoritario (A) presentó una frecuencia del 6,61%. De 20 muestras en que las que se secuenció 
esta región, en 4 se identificó el alelo A en estado heterocigota y en 1 en estado homocigota. Esta 
variante no pudo evidenciarse en las condiciones ensayadas de SSCP del producto de 
amplificación de la región 3' del gen HBA2. 
 
2.2.7 Análisis de los alelos αααanti3,7 y αααanti4,2 
El alelo αααanti3,7 se genera en el mismo evento de crossing-over desigual que da origen a la 
deleción -α3,7. Los portadores de genotipos ααα/αα no presentan alteraciones clínicas. Sin 
embargo, la asociación de copias extra de genes de α-globina con mutaciones β-tal es un factor 
que incrementa el desbalance de cadenas α:no-α, dando lugar a fenotipos de portadores severos y 
TI. 
Durante el desarrollo de este trabajo se optimizó la detección de esta variante mediante una PCR 
alelo-específica con los primers publicados por Wang y col. (2003). 
Se estudiaron 135 pacientes:  
- 4 con tal mayor debido a combinación de mutaciones β+ o de β0/β+ silente (para evaluar si la 
presencia de este alelo dirigía el curso clínico hacia el cuadro de mayor severidad),  
- 4 con mutaciones β-tal dominantes y 1 con Hb Southampton (para detectar si podía estar 
presente como factor adicional que contribuyera a la gravedad de los fenotipos)  
- 13 TI (11 familias) en los que solamente se había detectado una mutación β-tal en heterocigosis 
o ninguna mutación 
- 4 portadores severos  
- 109 familiares de los anteriores, parejas, controles y pacientes con VCM levemente 
disminuidos o  con Hb A2 en el límite superior normal. 
- muestras de 50 controles con parámetros hematológicos normales. 
En 23 pacientes se detectó la presencia del alelo αααanti3,7 en heterocigosis: 8 con TI, 2 portadores 
severos y 13 individuos del último grupo (4 correspondieron a familiares de las TI que 
presentaron la inserción). 
Se intentó elaborar un perfil hematológico que señalara la presencia de este alelo con una copia 
extra de gen HBA, en pacientes que no presentan otras mutaciones tal de base. No obstante, los 
portadores presentaron rangos muy amplios para los distintos parámetros analizados (recuento de 
GR: 4,1 a 5,33 g/dl; VCM: 78 a 89 ƒl; de la HCM: 25,40 a 28,70 pg y Hb A2: 2,5 a 3,2 %), lo 
que imposibilitó alcanzar este objetivo. 
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Figura 3.47: PCR para la amplificación del alelo αααanti3,7. M: Marker de 400 pb (PB-L Productos Bio-
Lógicos
®
). (+): Muestras positivas para la inserción. (C+): Control positivo para la inserción. (C-): 
Control negativo para la inserción. (neg): Control negativo.  
 
Se detectó el alelo αααanti3,7 en heterocigosis, en 3 individuos del grupo control normal. 
En las muestras también se estudió la presencia del alelo αααanti4,2, no hallándose presente en la 
población analizada. 
 
3. Estudio de modificadores de expresión 
3.1 KLF1 
El factor transcripcional eritroide KLF1 ejerce diferentes roles indispensables para la correcta 
maduración del eritrocito (Tallack y col. 2010). Por ejemplo, es uno de los principales efectores 
del segundo switch que tiene lugar en el cluster de β-globina, estimulando el silenciamiento de la 
expresión de los genes HBG y activando en paralelo el gen HBB. Debido a sus múltiples roles, 
distintas alteraciones conducen a un rango de fenotipos distintos, entre ellos, niveles aumentados 
de Hb F  (Borg y col. 2010; Gallienne y col. 2012) y valores de Hb A2 cercanos al límite superior 
normal (Perseu y col. 2011). 
Se secuenció este gen en 19 muestras:  
-3 (muestras: 861, 864 y 82a) con HbA2 borderline o aumentada  (4,2, 3,5 y 5,8%, 
respectivamente) en los que no se habían detectado mutaciones en el gen HBB 
-2 (muestras: 963 y 1003) con mutaciones β-tal y aumento de Hb F (de 5 y 2,5%, 
respectivamente)  
-4 portadores β-tal severos (muestras: 282, 638, 983 y 984) 
-10 de pacientes con TI (muestras: 256, 321, 376, 552, 603, 644, 742, 923, 941 y 942) 
En la Tabla 3.XXI se detallan 4 variantes de secuencia detectadas, previamente reportadas: 
rs79334031 en la región promotora y 3 polimorfismos en región codificante, rs112631212, 
rs2072597  y rs2072596.  
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Nombre Nombre HGVS Secuencia 
rs79334031 KLF1:c.-148G>A 
 
rs112631212 
KLF1:c.115A>C 
p.Met39Leu 
 
rs2072597 
KLF1:c.304T>C 
p.Pro102Ser 
 
rs2072596 
KLF1:c.544T>C 
p.Phe182Leu 
 
 
Tabla 3.XXI: Polimorfismos identificados en el gen KLF1. 
 
rs79334031(KLF1:c.-148G>A): este SNP se detectó en heterocigosis una paciente (muestra 
864), que presentaba niveles de Hb A2 de 3,5%, en la que la secuencia del gen HBB no reveló 
variantes respecto a la Secuencia de Referencia. La única otra variante de secuencia detectada en 
KLF1 en esta paciente fue el polimorfismo rs2072597 en heterocigosis.   
La sustitución de guanina por adenina en la posición c.-148  presentó una frecuencia alélica del 
alelo minoritario (A) de 1,58% en el Proyecto 1000 Genomas. No obstante, a pesar de 
presentarse en una frecuencia mayor al 1%, este polimorfismo afectaría sitios de unión de 
factores de transcripción en la región promotora del gen, por lo que se afectaría su transcripción. 
El SNP presentó un score 2B  en Regulome DB. Este puntaje se basa en las evidencias 
disponibles de disrupción de motivos de unión de factores de transcripción, ensayos de 
footprinting y picos de sensibilidad a DNasa. 
Asimismo, se verificó con la herramienta Patch
TM
 que realiza búsqueda de patrones de sitios de 
unión de factores de transcripción. Ambos algoritmos predijeron pérdida de sitios de unión para 
los factores WT1 y SMAD3. El primero, además reportó la disrupción de los motivos de unión 
UF1H3BETA y ZNF219 probados por ensayos de footprinting en distintos tipos celulares 
(Figura 3.48).  El segundo, predijo que el sitio de unión a Sp1 en el locus polimórfico también 
se vería afectado. 
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No se descarta que menores niveles de este factor, afecten sutilmente la transcripción del gen 
HBB, o alteren la cascada efectora de KLF1 de otra manera, observándose como resultado el 
fenotipo presentado por la paciente. 
 
 
 
Figura 3.48: PWM Logos de los motivos de unión UF1H3BETa, WT1, ZNF219 y Smad3, que se verían 
afectados por el SNP rs79334031, de acuerdo a los análisis registrados en Regulome DB. 
 
rs112631212 (KLF1:c.115A>C): esta variante, fue detectada una única vez, en heterocigosis, en 
una paciente con TI (muestra 321); la secuencia también presentó el SNP rs2072597 en estado 
heterocigota. 
Es una transversión en la posición codificante 115, de adenina por citosina, (p.Met39Leu). El 
alelo minoritario (C) presentó una frecuencia del 1,44% en el Proyecto 1000 Genomas. 
La falta de una estructura cristalizada de este factor dificulta la opción de evaluar los distintos 
cambios por modelado por homología. 
Se hizo un análisis predictivo del impacto del cambio utilizando la herramienta PolyPhen-2. 
Tanto para el análisis HumDiv (el modelo de elección para evaluar polimorfismos, variantes 
raras de secuencia o resultados de estudios de GWAS) como para el modelo HumVar (preferible 
para el estudio de mutaciones implicadas en patologías mendelianas) el score (cuyo rango va de 
0 a 1) fue de 0, prediciendo que el cambio sería benigno, es decir, que no tendría repercusión 
clínica. 
 
rs2072597 (KLF1:c.304T>C): esta variante de secuencia se detectó en 8 pacientes (muestras: 
321,603, 864, 923, 941, 963, 983 y 984) en estado heterocigota y en la muestra 282, en 
homocigosis. 
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La transición T>C en la posición codificante 304 determina el cambio p.Pro102Ser (ambos 
aminoácidos son polares). 
En el Proyecto 1000 Genomas, el alelo minoritario (C), presentó una frecuencia del 44,3%; este 
valor era suficiente para sospechar que no tendría implicancias patológicas, pero de todos modos 
se analizó mediante PolyPhen-2, que arrojó un score de 0 para los 2 modelos de análisis. 
Debido al bajo número de muestras estudiadas, no se estudió si la población se halla en 
equilibrio de Hardy-Weinberg. La frecuencia del alelo C, que se observó tanto en homo como en 
heterocigosis, fue del 26,32%, casi la mitad de la del Proyecto 1000 Genomas, aunque, debería 
ampliarse el número de muestras analizadas para sacar conclusiones válidas. 
 
rs2072596 (KLF1:c.544T>C): en los pacientes analizados, este SNP sólo se encontró en 
heterocigosis en 3 casos: 2 pacientes portadores β-tal severos en los que solamente se había 
detectado una única mutación en el gen HBB en heterocigosis (muestras: 282 y 983) y en un 
paciente con TI doble heterocigota para las mutaciones Cd 39 / Int 1-110, para el cual se 
esperaría un curso clínico de tal mayor (muestra 603). 
La transición T>C en la posición codificante 544, provoca el cambio p.Phe182Leu: cambia un 
aminoácido con un grupo aromático, por uno que es también es no polar, pero alifático. La 
frecuencia del alelo minoritario en el Proyecto 1000 Genomas es del 5%, lo que sugeriría, que no 
tendría repercusiones clínicas. No obstante, el análisis del PolyPhen-2, aunque predijo que es 
benigno para el modelo HumDiv, con un score de 0,262, para el modelo HumVar predijo que es 
posiblemente dañino, con score de 0,779 (con una sensibilidad de 0,85 y una especificidad de 
0,93). Debido al amplio espectro de fenotipos, producto de alteraciones en este factor de 
transcripción, es difícil interpretar cuál sería el efecto concreto de este cambio. Se hicieron 
distintos análisis con el fin de analizar el posible mecanismo por el cual esta sustitución afectaría 
al factor transcripcional. 
Se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias proteicas del factor KLF1 de distintas 
especies con con Clustal Omega con el fin de evaluar el grado de conservación de la 
fenilalanina; se visualizó mediante Jalview 2.8.1, que calculó un score de conservación de 6, 
aunque si solamente se incluye la proteína de primates, el score pasa a ser 11. Asimismo, se 
obtuvo el Evolutionary Trace Report para el factor KLF1 humano, en el que se evalúa una 
importancia relativa del aminoácido considerable: el porcentaje de cobertura, que correlaciona 
inversamente con la presión evolutiva a la que fue sometido un residuo, resultó 0,251. Los 
resultados se muestran en las Figuras 3.49 y 3.50. 
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Mediante Jpred3 (y el algoritmo Jnet)  se predijo que no se afectaría de forma importante la 
estructura secundaria. 
 
Figura 3.49: Alineamiento múltiple de KLF1. Se señala el aminoácido afectado por el SNP rs2072596 
 
 
Figura 3.50: Evolutionary Trace Report: % de cobertura de los aminoácidos de KLF1. Un porcentaje 
bajo, implica importancia evolutiva. Se señalan las posiciones 39, 102 y 182, alteradas en los 
polimorfismos, rs112631212, rs2072597 y rs2072596, que poseen scores de de cobertura de 0,544, 0,903 
y 0,251, respectivamente.  
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Mediante ESEfinder 3.0 se estudió si este cambio podía afectar enhancers exónicos de splicing. 
Para ello, se estudiaron 30 pb upstream y downstream respecto a la posición c.544. 
Según el algoritmo la presencia del alelo alternativo C, genera un cambio en el patrón de  
interacción  de factores de  splicing  SR (“Serine Rich elements”) (Figura 3.51). No obstante, el 
estudio mediante NNSPLICE 0.9 predijo que no se alteraría el reconocimiento de los sitios 
dadores y aceptores de splicing constitutivos ni se activarían sitios crípticos.  
Si se afectase efectivamente el splicing del ARNm de KLF1, podrían producirse menores niveles 
de este factor con el consiguiente silenciamiento menos efectivo de los genes HBG o una menor 
producción de HBB, entre otros posibles escenarios. 
 
 
 
Figura 3.51: Análisis predictivo del impacto funcional de la sustitución c.544 T>C mediante el algoritmo 
“ESE finder”. SR: Serine Rich Elements. Arriba: predicción para la secuencia wild-type. Abajo: 
predicción para la secuencia mutada. 
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3.2 Loci asociados a niveles aumentados de Hb F  
La expresión de cadenas de γ-globina en la vida extra-uterina ejerce un rol atenuador del 
fenotipo tanto en síndromes drepanocíticos, en los que la Hb F inhibe la polimerización, como en 
los talasémicos, al atenuar el desbalance de cadenas. 
Se estudiaron 3 loci que se asociaron a la variación de los niveles de Hb F en poblaciones de 
distinto origen étnico y  en distintas hemoglobinopatías. 
Con el fin de incorporar estos marcadores en la caracterización molecular de pacientes afectados, 
se llevó a cabo un estudio caso-control para verificar la asociación en nuestra población. Se 
estudió la distribución de estos marcadores, por un lado, en individuos mayores a 2 años sanos o 
portadores talasémicos (no sometidos a stress hematopoyético severo), con niveles de Hb F 
menores o iguales al 2%, y por otro, en población de características similares, con niveles de Hb 
F mayores al valor de corte normal. 
 
3.2.1 rs7482144 (HBG2:c.-211C>T) 
El polimorfismo se ubica en la posición -158 del promotor del gen HBG2. El alelo T está 
asociado a aumento de Hb F. 
La frecuencia del alelo minoritario (T) en nuestra población fue del 20,98%. No se encuentra 
disponible esta información para la población estudiada en el Proyecto 1000 Genomas. Sin 
embargo, según bibliografía presenta una frecuencia del 32 al 35% en distintas poblaciones 
(Thein y Menzel 2009). 
 
Figura 3.52: Estudio de rs7482144 por PCR-RFLP con XmnI. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. M: 
Marcador de PM de 100 pb (PB-L Productos Bio-Lógicos
®
). s/d: producto sin digerir. 
 
A partir del estudio de 226 muestras, se verificó que la población se encuentra en equilibrio de 
Hardy-Weinberg (p=0,472). 
Por consiguiente, se procedió a verificar su asociación con niveles aumentados de Hb F en 
individuos no sujetos a stress hematopoyético severo, en nuestra cohorte de pacientes. 
Los resultados se exponen la Tabla 3.XXII. 
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C/C C/T T/T 
Hb F > 2% 27 15 5 
Hb F ≤ 2% 41 32 5 
 
Tabla 3.XXII: Distribución de los genotipos para el SNP rs7482144 en las poblaciones con niveles de 
Hb F mayores y menores o iguales al 2%. 
 
Mediante el test de χ2 con 2 grados de libertad se determinó que en la población analizada el 
SNP no se encuentra asociado a niveles aumentados de Hb F (p=0,4889). A pesar de este 
resultado, debe destacarse que esta variante se encontró en homocigosis en una paciente (531) 
con Hb F de 4%, que no presentó ninguna otra alteración en los genes de globina y en los otros 
loci asociados a variación en los niveles de Hb F estudiados, presentó genotipos heterocigotas. El 
resto de los individuos que presentaron homocigosis T/T eran portadores β-tal, uno de los cuales 
también presentó homocigosis G/G para el SNP rs11886868. 
Una posibilidad es que esta asociación no se verifique en nuestra población. Sin embargo, la 
explicación más probable de los resultados obtenidos es que la gran mayoría de los estudios para 
este SNP se realizaron en pacientes sometidos a stress hematopoyético severo, como Hb S en 
homocigosis, pudiéndose verificar la asociación del aumento de Hb F principalmente en estas 
condiciones. 
 
3.2.2 rs4895441  (NC_000006.12:g.135105435A>G) 
El polimorfismo se ubica en la región intergénica HBS1L-MYB. El alelo G está asociado a 
aumento de Hb F. 
La frecuencia del alelo minoritario (G) en nuestra población fue del 21,90%. En el Proyecto 
1000 Genomas, resultó del 17, 53%. La diferencia entre ambas no es significativa (p=0,0656). 
A partir del estudio de 137 muestras, se verificó que la población se encuentra en equilibrio de 
Hardy-Weinberg (p=0,224). 
Por consiguiente, se procedió a verificar su asociación con niveles aumentados de Hb F en 
individuos no sujetos a stress hematopoyético severo, en nuestra cohorte de pacientes. 
Los resultados se exponen la Tabla 3.XXIII. 
 
 
A/A A/G G/G 
Hb F > 2% 17 16 6 
Hb F ≤ 2% 33 9 0 
 
Tabla 3.XXIII: Distribución de los genotipos para el SNP rs4895441 en las poblaciones con niveles de 
Hb F mayores y menores o iguales al 2%. 
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Mediante el test de χ2 con 2 grados de libertad se verificó en la población analizada la asociación 
del SNP con niveles aumentados de Hb F (p= 0,0015). Asimismo, se corroboró la asociación del 
alelo G mediante el Test exacto de Fisher, que presentó una p= 0,0002, un valor de OR= 0,2143 
y un intervalo de confianza (del 95%) de 0,09324 a 0,4925. 
 
 
Figura 3.53: Gráfico de barras de las frecuencias de los alelos A y G en las poblaciones con Hb F mayor 
y menor o igual al 2%. 
 
A pesar de que tanto en nuestro estudio como en análisis previos en población sana y en 
afectados de anemia drepanocítica y talasemia se verificó la asociación de este polimorfismo 
tanto con porcentajes de Hb F como con niveles de células F (y también con otros parámetros 
hematológicos), la variante no necesariamente debe estar implicada en la génesis de estos rasgos. 
Al encontrarse en desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos, podría ser alguna de 
estas variantes la que ejerza su efecto sobre los niveles de MYB, que a su vez repercute sobre la 
expresión de los genes HBG.  
 
3.2.3 rs11886868 (BCL11A:c.386-24278G>A) 
El polimorfismo se ubica en el intrón 2 del gen BCL11A. El alelo G está asociado a aumento de 
Hb F. 
La frecuencia del alelo minoritario (G) en nuestra población fue del 48,54%. En el Proyecto 
1000 Genomas, resultó del 48,32%. La diferencia entre ambas no es significativa (p=0,9441). 
Se aplicó Test de Pearson de χ2 para estudiar si la población se encontraba en equilibrio de 
Hardy-Weinberg, que permite evaluar si la población es adecuada para un estudio de asociación 
caso-control.  
Se genotipificaron 137 individuos y se rechazó la hipótesis nula con una p=0,008, lo que impidió 
proseguir con el estudio de asociación. Esto no quita que la variante se encuentre asociada a 
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niveles aumentados de Hb F. Justamente, puede ser un signo propio de la asociación, ya que 
puede estar seleccionándose positivamente algún alelo. 
 
Figura 3.54: Gráfico de discriminación alélica para el ensayo de genotipificación por Real Time PCR del 
SNP rs11886868. 
 
3.3 Hepcidina 
Tanto los pacientes que se encuentran en régimen transfusional crónico, como los afectados por 
tal mayor o síndromes drepanocíticos severos, tienden a sufrir sobrecarga de hierro, como 
resultado, en primera instancia, de las transfusiones, y en segundo lugar, de una absorción 
incrementada a nivel intestinal. 
En pacientes con tal no dependientes de transfusiones (NTDTs), que también pueden sufrir 
sobrecarga de hierro, ésta es consecuencia, principalmente, de una mayor absorción intestinal, 
secundaria a la eritropoyesis inefectiva (Cappellini y col. 2014). 
El principal péptido regulador de la absorción de hierro a nivel intestinal es la hepcidina, por lo 
que alteraciones que modifiquen sus niveles actuarían como modificadores terciarios en estos 
cuadros. 
Se estudiaron 2 polimorfismos en la región promotora del gen HAMP que codifica para 
hepcidina, que podrían disminuir los niveles de transcripción del ARNm. 
 
3.3.1 rs10421768 (HAMP:c.-582 A>G) 
Este polimorfismo tendría un efecto sutil (presenta un score de 5 en RegulomeDB, que implica 
que hay pocas evidencias que se afecte la unión de factores de transcripción). No se asocia con 
sobrecarga de hierro en individuos normales, pero puede contribuir en individuos con un cuadro 
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de base, que predisponga a la sobrecarga (Andreani y col. 2009) por alterarse el primero de los 4 
motivos E-box en la región promotora (Bayele y col. 2006). 
Se analizó en 51 muestras de individuos sin alteraciones hematológicas, en 3 pacientes con Hb H 
y en los pacientes con TI. 
En la población,  se cumplieron las proporciones de Hardy-Weinberg para este SNP (p=0,9311). 
La frecuencia del alelo minoritario (G) en los controles fue del 10,78%, no hallándose 
diferencias significativas con la presentada en el Proyecto 1000 Genomas (MAF(G)=15,89) 
(p=0,1612). 
Los 3 pacientes con Hb H resultaron homocigotas para el alelo de referencia. 
Los resultados obtenidos para las TI se exponen en la sección de este capítulo 4.5. 
 
 
Figura 3.55: Estudio del SNP rs10421768 por PCR-RFLP con Eco72I (PmlI). Electroforesis en gel de 
agarosa al 2,3%. M: Marcador de PM de 100 pb (PB-L Productos Bio-Lógicos
®
). 
 
3.3.2 rs142126068 (HAMP:c.-153 C>T) 
El cambio de citosina por timina altera un elemento de respuesta a BMP (ER-BMP) (Island y 
col. 2009). Existen evidencias de que la presencia del alelo T disminuye la transcripción del gen 
(presenta un score 2B de RegulomeDB), por lo que tendría un efecto intrínsecamente deletéreo. 
En el Proyecto 1000 Genomas, el alelo minoritario presentó una frecuencia del 0,22%, 
reafirmando que podría tratarse de una variante rara o una mutación con consecuencias clínicas. 
Este polimorfismo se estudió en las mismas muestras que el SNP rs10421768, y no se detectó la 
variante T. 
 
4. Talasemias intermedias 
Las TI presentan fenotipos heterogéneos y bases moleculares complejas, que involucran al 
menos una mutación de base en el gen HBB y la presencia de modificadores secundarios y 
terciarios que alteran el curso clínico. 
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Se llevó a cabo un extenso estudio de las bases moleculares de 26 pacientes (de 22 familias) con 
TI y 4 portadores severos. En 18 de las TI se pudieron determinar las mutaciones responsables 
del cuadro, en el resto de las pacientes, se identificó el defecto parcialmente. 
La caracterización de las bases moleculares es indispensable para un consejo genético familiar 
preciso. Por otra parte, el estudio de modificadores de expresión, podrá, en un futuro, optimizar 
el tratamiento de estos pacientes. 
 
4.1 Genotipos homocigotas o doble heterocigotas para mutaciones β-tal  
La base molecular del defecto se pudo explicar en 5 pacientes con TI por la presencia de 2 
mutaciones en el gen HBB. Los genotipos se presentan en la Tabla 3.XXIV. 
 
Genotipo HBB Nº Pacientes Nº Familias 
Int 1-6 / Int 1-6 3 2 
Int 1-6 / Int 1-110 2 2 
Cd 39 / c.*96C>T 1 1 
c.90 C>T / c.90 C>T 1 1 
 
Tabla 3.XXIV: Genotipos de las TI causadas por 2 mutaciones en el gen HBB. 
Sólo 2 mutaciones se observaron en genotipos homocigotas: Int 1-6, la mutación β+ leve más 
frecuente en nuestra población, y HBB:c.90 C>T. Esta última mutación, que es muy poco 
frecuente, se halló en una paciente adulta, hija de un matrimonio de ascendencia de una misma 
región de Líbano. La distribución geográfica de esta mutación se encuentra prácticamente 
acotada a medio oriente, donde representa el 5,0% de los alelos β-tal en Líbano y el 1,1% en 
Jordania. Se detectó también en Macedonia (1,2%) y Azerbaijan (0,8%).  
La mutación HBB:c.*96C>T se discutió en la sección 2.1.1.1: es una mutación β+ leve o silente, 
que en adición a la mutación β0 Cd 39, provoca un grado de desbalance de cadenas α:no-α 
suficiente para cursar como TI.  
Dos  pacientes genéticamente no relacionados con TI, presentaron el genotipo  Int 1-6 / Int 1-110 
(mutación β+ leve/ β+ severa); otros pacientes que también presentaron combinación de 
mutaciones β+ leve/ β+ severa cursaron como tal mayor: ((-87) / Int 1-110; Int 1-5 / Int 1-6; Int 1-
6 / Int 2-745). Vale aclarar que uno de los 2 pacientes era pediátrico, y su fenotipo puede llegar a 
agravarse. 
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Figura 3.56: Electroferogramas en los que se señalan (arriba): la mutación HBB:c.90 C>T en 
homocigosis y (abajo): y HBB:c.90 C>T en heterocigosis.  
 
4.2 Asociación de mutación β-tal heterocigota y aumento de número de copias de genes 
HBA 
En los pacientes solamente se había detectado una única mutación en heterocigosis, o 
presentaron fenotipo de TI pero no se encontró ninguna mutación en el gen HBB, se estudió, en 
primera instancia, la presencia de los alelos αααanti3,7 y αααanti4,2, y ante un resultado negativo 
para estas alteraciones, se analizó el ADN genómico por MLPA en búsqueda de de otras posibles 
duplicaciones en el cluster de α-globina. Los resultados se presentan en la Tabla 3.XXV. 
 
Genotipos HBB Genotipo HBA Nº Pacientes Nº Familias 
Int 2-745 +/- αααanti3,7/αα 4 4 
Int 2-1 +/- αααanti3,7/αα 3 1 
Int 1-1 +/-* αααanti3,7/αα 1 1 
Cod 39 +/-* αααanti3,7/αα 1 1 
Sec. HBB normal homocigota αααanti3,7/αα 1 1 
Cod 39 +/- αααα/αα 4 2 
 
Tabla 3XXV: Mutaciones detectadas en el gen HBB y en la familia de genes de α-globina en los 
pacientes que presentaron combinación de mutaciones en ambos clusters. +/-: genotipo heterocigota. (*):  
pacientes con fenotipos de portadores β-tal severos. 
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En 10 pacientes (8 familias) se halló presente la inserción αααanti3,7 y en otros 4 pacientes (2 
familias) se detectaron duplicaciones del cluster HBA: en una familia, el padre (muestra 319) y 
sus dos hijas (muestras: 256 y 321) presentaron una duplicación de por lo menos 127,5 kb (que 
abarcó todas las sondas del kit P140-B4 HBA), en la región subtelomérica del brazo corto del 
cromosoma 16; otra paciente (muestra 552), presentó una duplicación de menor tamaño: entre 
63,7 y 124 kb (Tabla 3.XXVI; Figuras 3.57 y 3.58).  
La presencia de al menos una copia extra de gen HBA en pacientes con una mutación β-tal 
acentúa el desbalance de cadenas, agravando el curso clínico. El comportamiento clínico 
esperado para los pacientes que presentan esta asociación es de TI. En función de lo expuesto, 
hubo 3 pacientes de este grupo que merecen ser destacados. 
Una paciente (muestra 1072) y sus 2 hijos con TI presentaron el alelo αααanti3,7, pero hasta el 
momento, no se halló la mutación β-tal de base que justifique la clínica observada. Se secuenció 
el gen HBB desde c.-194 hasta c.*193, y no se halló ninguna mutación ni polimorfismo en 
heterocigosis. Es posible que esta paciente presente alguna deleción en el otro. 
Por otra parte, 2 de los pacientes incluidos en este grupo (ambos adultos)  pese a presentar una 
mutación β-tal de base y un alelo αααanti3,7, no cursaron como TI, aunque presentaron parámetros 
hematológicos con alteraciones más marcadas que portadores β-tal convencionales (el primero 
(muestra 638), con genotipo HBB: Cd 39 +/-, presentó: Hb de 10,9 g/dl, VCM de 57 ƒl y HCM 
de 19 pg; el otro (muestra 984), con genotipo Int 1-1 +/, tenía 11,2 g/dl de Hb, un VCM de 55 ƒl 
y HCM de 18,3 pg). Ninguno presentó valores de Hb F mayores al 2%. Faltaría detectar algún 
otro modificador que actué como atenuador, permitiendo un curso clínico más benévolo. 
 
  
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
186 
 
Sonda (pb) 
Ratio 
256 319 321 552 
236 1,395 1,437 1,442 0,896 
178 1,302 1,424 1,407 1,793 
382 1,494 1,699 1,724 2,053 
364 1,405 1,697 1,763 1,923 
346 1,380 1,455 1,432 1,645 
292 1,345 1,348 1,359 1,646 
318 1,565 1,738 1,755 2,127 
184 1,333 1,408 1,405 1,794 
373 1,336 1,416 1,409 1,799 
202 1,387 1,416 1,409 1,884 
214 1,387 1,583 1,647 1,834 
229 1,316 1,483 1,489 1,895 
142 1,385 1,462 1,519 1,339 
160 1,382 1,594 1,607 1,832 
241 1,348 1,658 1,657 1,712 
166 1,454 1,525 1,532 1,616 
196 1,468 1,423 1,531 1,619 
190 1,438 1,460 1,479 1,753 
220 1,367 1,472 1,494 1,853 
256 1,376 1,469 1,445 1,815 
337 1,370 1,441 1,488 1,8 
154 1,453 1,506 1,560 1,085 
283 1,285 1,401 1,413 0,925 
310 1,391 1,450 1,450 0,862 
400 1,315 1,608 1,614 1,081 
 
Tabla 3.XXVI: Resultado del MLPA para las muestras 256, 319, 321 y 552. Se encuentran sombreados 
en rojo los valores compatibles con una duplicación. 
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Figura 3.57: Visualización con  Gene Marker
®
 Version 1.4 de las duplicaciones del cluster de α-globina 
detectadas mediante de MLPA. Arriba: Duplicación ≥ 127,5 kb (muestras: 256, 319 y 321). Abajo: 
Duplicación entre 63,7 y 124 kb (muestra 552). 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.58: Esquema de las duplicaciones halladas por MLPA. Las flechas indican la posición de las 26 
sondas incluidas en el kit de MLPA que mapean en el cluster de α-globina. Las duplicaciones observadas 
se indican como barras grises; las líneas punteadas marcan las regiones de los posibles bordes de la 
duplicación. n: número de pacientes en los que se encontraron las mutaciones. 
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4.2.1 Caracterización de la duplicación del cluster HBA ≥ 127,5 kb 
En colaboración con la División Genética del Hospital de Clínicas "José de San Martín", se pudo 
estudiar la duplicación del cluster HBA de por lo menos 127,5 kb a partir de un cultivo de 
leucocitos de sangre periférica de la muestra 256, por FISH, con la sonda telomérica TelVysion 
16p, que mapea en 16p13.3. 
 
Figura 3.59: Estudio de la duplicación del cluster HBA ≥ 127,5 kb por FISH. Se señala el par de 
homólogos del cromosoma 16. 
 
En todas las células analizadas se encontró conservada la región estudiada en el par de 
homólogos del cromosoma 16, pero no se observó una señal extra. Esto permite extraer 2 
conclusiones:  
- el tamaño de la duplicación es inferior al límite de resolución de la técnica  
- la duplicación mapea en 16p13.3, ya que la sonda no hibridó en otro cromosoma. 
Con la colaboración del equipo liderado por el Dr. Pablo Lapunzina en el INGEMM (Instituto de 
Genética Médica y Molecular, del Hospital Universitario La Paz, de la Universidad Autónoma 
de Madrid, España), la duplicación se analizó por SNP array con la plataforma 
CytoSNP850K(Illumina) y se determinó que involucró al menos 142.560 pb 
(arr[hg19]Chr16(16p13.3; 88165- 230724)x3), involucrando desde el gen POLR3K hasta el gen 
HBQ1. Hay varios CNVs descriptos en la bibliografía que involucran la misma región, aunque 
ninguno comparte estos límites. 
 
4.3 Determinación parcial del defecto molecular  
En las TI se espera encontrar una combinación de modificadores primarios y secundarios que 
permitan explicar el grado de desbalance de cadenas α:no-α que justifique un fenotipo menos 
severo que una tal mayor, pero más severo que en los portadores.  
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En algunos pacientes la búsqueda de mutaciones en HBB y de alteraciones en el cluster de α-
globina fue insuficiente para completar la determinación de las bases moleculares de la TI. 
En 6 pacientes (4 con TI y 2 portadores severos) se detectó una única mutación en el gen HBB en 
heterocigosis. En consecuencia, faltaría hallar algún modificador secundario que actúe 
acentuando el desbalance de cadenas α:no-α. Por MLPA no se detectaron duplicaciones en el 
cluster de α-globina. 
En 3 pacientes se detectaron genotipos compatibles con fenotipo de tal mayor (mutación β0 en 
homocigosis o combinación β0/β+ severa), pero se comportaron como TI. En estos casos debe 
hallarse un modificador secundario que actúe como atenuador de la expresión clínica. En 2 de 
ellos (muestras: 376 y 603) se descartaron deleciones del cluster de α-globina mediante MLPA. 
En la Tabla 3.XXVII se presentan los genotipos de estos pacientes. 
 
Genotipos HBB Nº Pacientes 
Int 1-1 +/- 4 
Cd 39 +/- 1 
Int 2-726 +/- 1 
Cd 39 +/+ 2 
Cd 39 / Int 1-110  1 
 
Tabla 3.XXVII: Genotipos HBB en los pacientes en los que se determinó parcialmente el defecto 
molecular.  
 
4.4 Estudio de otros modificadores secundarios 
En los pacientes con TI y fenotipo de portadores β-tal severos, (de los que se disponía ADN) se 
analizaron los marcadores genéticos asociados a variación en los niveles de Hb F (rs7482144, 
rs4895441 y rs11886868). En aquellos en los que se caracterizó parcialmente el defecto 
molecular, y era necesaria la búsqueda de modificadores que alteraran el desbalance de cadenas 
se secuenció el gen KLF1, ya que mutaciones que inhibieran sus niveles podrían actuar como 
acentuadoras del desbalance, mientras que variaciones que impidieran su rol silenciador de los 
genes HBG serían un factor atenuante. Por otra parte, también se secuenció la región promotora 
del gen HBG2 en las muestras 376 y 603 que presentaron fenotipo de TI y genotipo compatible 
con tal mayor. 
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4.4.1 Factor transcripcional KLF1 
Se secuenció este gen en: 
- los 4 portadores severos (muestras: 282, 638, 983 y 984) 
- los 4 pacientes con TI en los que se detectó una única mutación en el gen HBB en heterocigosis 
y no presentaron alteraciones en el cluster HBA (muestras: 644, 923, 941, 942) 
- 2 pacientes con fenotipos de TI y genotipos compatibles con tal mayor (muestras: 376 y 603) 
- 2 hermanas (muestras: 256 y 321) portadoras de Cd 39 y la duplicación del cluster de α-globina 
de al menos 142.560 pb, que, a pesar de presentar las mismas mutaciones de base, exhibieron 
distinta severidad y no habían presentado diferencias en sus genotipos para los distintos loci 
asociados a la variación de Hb F (rs7482144: homocigotas C/C, rs4895441: homocigotas A/A, 
rs11886868:  homocigotas G/G (alelo de protección). 
En los 3 primeros grupos, los únicos cambios respecto a la Secuencia de Referencia detectados 
fueron los SNPs rs2072597 (que no traería aparejada repercusión clínica) en homo y 
heterocigosis y rs2072596, la sustitución en KLF1:c.544, que podría tener algún efecto. Este 
polimorfismo se detectó en heterocigosis en la muestra 256 (paciente portador severo 
heterocigota para la mutación Int 2-726), en la muestra 983 (portadora severa heterocigota para 
Int 1-1) y en la muestra 603 (paciente doble heterocigota Cd 39 / Int 1-110). 
Debido a que en los 2 primeros pacientes se buscaba un factor que aumentara del desbalance de 
cadenas, pero en un grado tal que no alcanzaran a cursar como TI, y en la última, un factor 
atenuante, se dificulta asignarle un efecto esta variante. No hay que descartar, que en los 
primeros pacientes exista una segunda mutación en el cluster de β-globina que no se haya 
detectado, en cuyo caso, se estaría buscando también en ellos un factor aliviador.  
Respecto a las 2 hermanas, la que presentó el curso clínico menos severo (muestra 256), no 
presentó cambios en la secuencia de KLF1 respecto a la secuencia de referencia. La segunda 
(muestra 321), que transmitió sentirse más afectada por la anemia y presentó sobrecarga de 
hierro, exhibió 2 polimorfismos en heterocigosis: rs112631212 (KLF1:c.115A>C) y rs2072597 
(KLF1:c.304T>C). En principio, ninguno trae aparejadas repercusiones clínicas que permitan 
justificar las diferencias observadas. 
 
4.4.2 Marcadores asociados a variación en los niveles de Hb F 
Se estudiaron marcadores que mapean en 3 loci distintos, utilizados en distintos estudios para 
predecir el curso clínico en pacientes con genotipos compatibles con tal mayor (Galanello y col. 
2009; Badens y col. 2011).  
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En la Tabla 3.XXVIII se presentan los resultados de los ensayos de genotipificación para los 3 
loci estudiados. 
rs7482144  (HBG2 -158) 
(alelo de protección: T) 
rs4895441  (HBS1L-MYB) 
(alelo de protección: G) 
rs11886868 (BCL11A) 
(alelo de protección: G) 
C/C C/T T/T A/A A/G G/G A/A A/G G/G 
24 1 0 16 8 1 4 8 13 
 
Tabla 3.XXVIII: Distribución de los genotipos presentados por los pacientes con TI y portadores severos 
para los loci rs7482144, rs4895441 y rs11886868. 
 
Todos los pacientes están sujetos en cierto grado a stress hematopoyético, por lo que es esperable 
que presenten valores de Hb F mayores al valor de referencia normal. El rango de Hb F, para los 
pacientes que se tuvo acceso a este dato, fue desde valores inferiores  al 2% hasta el 12%. Podría 
pensarse que el marcador rs7482144 no tiene peso en las cifras observadas, ya que no se 
encontró la variante T en homocigosis en ningún paciente. Respecto a los otros marcadores, es 
difícil establecer una correlación entre los genotipos para estos loci y los niveles de Hb F. Para 
rs11886868 (que por más que no pudo estudiarse su asociación en nuestra población no podría 
descartarse) hay pacientes que presentan la variante G en homocigosis con valores de Hb F>2%, 
mientras que otros exhiben valores normales. Respecto a rs4895441, se halló el alelo G en 
homocigosis en 2 pacientes:  
- en una portadora severa (muestra 983), que también presentó el alelo G en homocigosis para 
rs11886868, con niveles de Hb F normales. Fue la única paciente de todos los individuos en los 
que se genotipificó el SNP rs4895441 que presentó genotipo G/G con valores de Hb F menores 
al 2%. 
-  en una paciente adulta con TI y genotipo Cd 39 / Int 1-110 (muestra 603), homocigota G/G 
para rs11886868 y con niveles de Hb F del 82%. La producción elevada de cadenas de γ-globina 
sería capaz de suplir parcialmente, el déficit de cadenas β, atenuando el fenotipo. No obstante, 
aunque estos marcadores podrían contribuir a los niveles elevados de Hb F, por ser loci 
asociados a un rasgo cuantitativo, es difícil poder atribuirles la responsabilidad completa.  
 
4.4.3 Región promotora del gen HBG2 
En las muestras 376 (homocigota para Cd 39, de la cual no se tuvo el valor de cuantificación de 
Hb F) y en la muestra 603 (doble heterocigota Cd 39 / Int 1-110 con 82% de Hb F) se secuenció 
la región promotora del gen HBG2 (desde c.-618 hasta c.-19), para evaluar presencia de 
mutaciones puntuales causantes de HPFH. No se observaron cambios respecto a la secuencia de 
referencia en ningún caso. 
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4.5 Estudio de modificadores terciarios 
En los pacientes con TI resultó interesante el estudio de marcadores terciarios, principalmente 
asociados a la sobrecarga de hierro, como una de las principales complicaciones de este cuadro. 
A pesar de haberse postulado la co-existencia de talasemia y hemocromatosis hereditaria debido 
a mutaciones en el gen HFE (Rees y col. 1997), en pocos pacientes se hallan las mutaciones más 
frecuentemente estudiadas (C282Y y H63D) en homocigosis o doble heterocigosis (Turedi y col. 
2013; Ünal y col. 2014; Renda y col. 2014) lo que sugeriría que otras variantes en este gen, o en 
otros implicados en el metabolismo de la absorción del hierro, podrían tener más peso en las 
diferencias observadas en los pacientes. 
En las muestras de 23 pacientes con TI y 3 portadores severos, se analizaron 2 variantes 
descriptas en la bibliografía con efecto funcional en la región promotora de gen HAMP: 
rs10421768 (HAMP:c.-582 A>G), (que presentaría un efecto más leve) y rs142126068 
(HAMP:c.-153 C>T), (que ejercería un efecto más drástico).  
El polimorfismo rs10421768 se halló en heterocigosis en 9 pacientes (8 TI y 1 portador severo) y 
se detectó el alelo minoritario (G) en homocigosis en única paciente (muestra 321): la paciente 
portadora de Cd 39 y duplicación del cluster de α-globina con curso clínico más severo. Su 
hermana (muestra 256), resultó uno de los pacientes que presentó la variante en heterocigosis. 
A pesar de no contar con los valores de MRI, el gold standard para medir la sobrecarga de 
hierro, se puede tener una idea aproximada de este estado a partir de los valores de ferritina 
sérica. Asimismo, se accedió al valor de saturación de transferrina en estas pacientes. Ambos 
valores reflejan diferencias entre las hermanas. Los valores se presentan en la Tabla 3.XXIX. El 
padre de ellas también resultó heterocigota para este polimorfismo, pero no pudieron obtenerse 
otros datos clínicos. 
 
Paciente Genotipo 
rs10421768 
Sat. Trans 
(%) 
Ferritina 
(ng/ml) 
256 A/G 38 171 
321 G/G 52 428 
 
Tabla 3.XXIX: Valores de ferritina y saturación de transferrina para las hermanas portadoras de Cd 39 y 
αααα/αα. 
 
Ningún paciente presentó la variante asociada a menor expresión de hepcidina para el SNP 
rs142126068. 
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4.6 Resumen de las bases moleculares detectadas en los pacientes con TI y fenotipos β-tal 
severos  
 
Paciente Genotipo 
HBB 
Genotipo 
HBA 
Variantes de 
sec. en KLF1 
Genotipo 
rs7482144 
Genotipo  
rs4895441 
Genotipo 
rs11886868 
Genotipo 
rs10421768 
Genotipo 
rs142126068 
Talasemias Intermedias 
147 Int 2-745 +/- ααα/αα - CC AA AG AG CC 
241 Int 1-6  +/+ 
αα/αα 
(por SB) 
- nd nd Nd nd Nd 
256 Cd 39 +/- αααα/αα = Sec. Ref. CC AA GG AG CC 
319 Cd 39 +/- αααα/αα - CC AG GG AG CC 
321 Cd 39 +/- αααα/αα 
c.115:AC 
c.304: CT 
CC AA GG GG CC 
376 Cd 39 +/+ αα/αα = Sec. Ref. CT AG GG AA CC 
433 Int 2-745 +/- ααα/αα - CC AG AA AA CC 
537 Int 1-6  +/+ αα/αα - CC AA AG AA CC 
538 Int 1-6  +/+ αα/αα - CC AG GG - - 
549 Int 2-745 +/- ααα/αα - CC AA AG AG CC 
552 Cd 39 +/- αααα/αα - CC AA GG AA CC 
578 Cd 39 +/+ 
αα/αα 
(por SB) 
- nd nd Nd nd Nd 
603 
Int 1- 110 / Cd 
39 
αα/αα 
c.304: CT 
c.544: TC 
CC GG GG AG CC 
644 Cd 39 +/- αα/αα = Sec. Ref. CC AA GG AA CC 
742 
Cd 39 / c.*96 
C>T 
αα/αα - CC AA AA AA CC 
876 Int 2-1 +/- ααα/αα - CC AG GG AA CC 
923 Int 1-1 +/- αα/αα c.304: CT CC AA GG AA CC 
933 
Int 1-6 / Int 1-
110 
αα/αα - CC AA AG AG CC 
941 Int 1-1 +/- αα/αα c.304: CT CC AA GG AA CC 
942 Int 1-1 +/- αα/αα = Sec. Ref. CC AA AG AA CC 
996 c.90 C>T +/+ αα/αα - CC AG AG AA CC 
997 Int 2-1 +/- ααα/αα - CC AA GG AG CC 
998 Int 2-1 +/- ααα/αα - CC AG GG AA CC 
1000 
Int 1-6 / Int 1- 
110 
αα/αα - CC AA AG AG CC 
1067 Int 2-745 +/- ααα/αα - CC AA AG AA CC 
1072 
Sec. 
homocigota 
ααα/αα - CC AG GG AA CC 
Portadores β-tal severos 
282 Int 2-726 +/- αα/αα 
c.304:TT 
c.544: TC 
CC AG AG AG CC 
638 Cd 39 +/- ααα/αα = Sec. Ref. CC AA AA - - 
983 Int 1-1 +/- αα/αα 
c.304: CT 
c.544: TC 
CC GG GG AA CC 
984 Int 1-1 +/- ααα/αα c.304: CT CC AG AA AA CC 
 
Tabla 3.XXX: Caracterización molecular de los pacientes con TI y con fenotipos de portador β-tal 
severo. SB: Southern Blot (Rossetti 2002). nd: ADN no disponible. (-): no se realizó el estudio. 
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4.7 Marcadores asociados a variación en los niveles de Hb F en pacientes con β-tal 
dominante 
En los pacientes con tal dominante, en los que los cursos clínicos pueden variar desde una TI a 
una tal mayor, se estudiaron los marcadores correspondientes a los 3 loci asociados a variación 
en los niveles de Hb F. Los resultados se exponen en la Tabla 3.XXXI. 
 
Paciente (Variante) Genotipo rs7482144 Genotipo  rs4895441 Genotipo rs11886868 
862 (Hb Durham-N.C.) CT AA GG 
1020 (Hb Durham-N.C.) CC AG AG 
950 (Hb Tavapy) CT AA GG 
1094 (Hb JC-Paz) CT AA GG 
852 (Hb Wilde) CT AG AG 
1040 (Hb Patagonia) CC AG GG 
 
Tabla 3.XXXI: Genotipos de pacientes con β-tal dominante para los loci rs7482144, rs4895441 y 
rs11886868 
 
 
5. Estudio de modificadores de expresión en síndromes falciformes 
En pacientes con síndromes falciformes, y en portadores de Hb S, se estudiaron modificadores 
de expresión secundarios: co-existencia de alelos α-tal y loci asociados a variabilidad de los 
niveles de Hb F. 
 
5.1 Co-existencia de α-tal 
Como se hizo mención en el capítulo de introducción de esta tesis, existen reportes de que en el 
30% de los pacientes con drepanocitosis co-existen mutaciones α-tal. Esta asociación justifica 
ser estudiada porque la disminución en la síntesis de cadenas de α-globina reduce la 
concentración de Hb S y mejora la evolución del cuadro. 
Se investigó la presencia de la mutación α-tal más frecuente, la deleción -α3,7, en 40 portadores 
de Hb S (36 familias) y en 13 pacientes homocigotas para Hb S. 
Una paciente pediátrica portadora de Hb S fue la única que exhibió la deleción α-tal en estado 
homocigota. Su padre, resultó portador para las alteraciones en ambos clusters de globina.  
La deleción -α3,7 se detectó en heterocigosis en 4 portadores (uno de ellos fue 54a, la sobrina de 
la familia afro-cubana, en asociación con el alelo patchwork α212) y en 2 pacientes con anemia 
drepanocítica. 
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Por otra parte, esta asociación entre Hb S y α-tal también se detectó en la muestra 53a (Hb S 
homocigota) y su hijo (muestra 55a portador de Hb S) que presentaron la mutación puntual α-tal 
novel HBA1: c.187delG (p.W62fsX66).  La paciente presentó un fenotipo más leve que el 
esperado para pacientes afectados (no requirió un régimen transfusional periódico, con valores 
de Hb de 6 g/dl). Hasta cierto punto, la co-existencia de la α-tal podría justificar el fenotipo 
observado. 
 
5.2 Loci asociados a variabilidad de los niveles de Hb F 
Niveles elevados de Hb F serían el principal factor capaz de atenuar el curso clínico de estos 
síndromes, ya que las cadenas de γ-globina son incapaces de co-polimerizar con las cadenas βS, 
por lo que ejercen un efecto anti-sickling.  
Se analizaron los marcadores asociados a variación en los niveles de Hb F: el polimorfismo 
rs7482144 se genotipificó en 34 portadores de Hb S; en 11 pacientes Hb S / β-tal, 3 Hb S / Hb D, 
1 Hb S / Hb C y 9 Hb S homocigota se estudiaron los 3 marcadores disponibles. 
En la Tabla 3.XXXII se presentan los resultados. 
 
Genotipo 
rs7482144  (HBG2 -158) 
(alelo de protección: T) 
rs4895441  (HBS1L-MYB) 
(alelo de protección: G) 
rs11886868 (BCL11A) 
(alelo de protección: G) 
C/C C/T T/T A/A A/G G/G A/A A/G G/G 
Hb S / Hb A 23 11 0 - - - - - - 
Hb S /Hb S 8 1 0 7 1 1 5 2 2 
Hb S / β-tal 9 2 0 9 2 0 4 6 1 
Hb S / Hb D 1 2 0 2 1 0 1 1 1 
Hb S / Hb C 1 0 0 0 1 0 0 1 0 
 
Tabla 3.XXXII: Genotipos de pacientes con Hb S para los loci rs7482144, rs4895441 y rs11886868.+/-: 
genotipo heterocigota; +/+: genotipo homocigota para la mutación. 
 
En ningún caso se observó homocigosis para el alelo minoritario (T) del polimorfismo 
rs7482144. 
Respecto al SNP rs11886868, se contó con datos de Hb F de 2 de los 4 pacientes que presentaron 
homocigosis G/G y ambos presentaron valores de Hb F cercanos al 25%. 
Al menos 7 pacientes que no presentaron ninguna variante de protección estudiada en 
homocigosis presentaron valores de Hb F mayores al 10%.  
De los 3 pacientes con Hb S/ Hb D, 2 eran hermanos (muestras: 293 y 294). No presentaron 
diferencias en sus genotipos para el rs7482144 ni el rs4895441. Sí lo hicieron para rs11886868: 
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el hermano, que requirió ser esplenectomizado a los 4 años, presentó heterocigosis para este 
locus, mientras que su hermana resultó homocigota G/G. 
 
6. Análisis del gen HBD 
Se estudió el gen HBD en un conjunto de pacientes, con distintas características:  
-1 portador de Hb S sin microcitosis con una fracción de Hb A2 del 5,2% (muestra 82a), en el 
que se secuenciaron los genes HBB y KLF1 y no se observaron variantes en heterocigosis  
-2 portadoras de Cd 39: una (muestra 106a) con un valor de Hb A2 del 3%, sin aumento de Hb F 
y la otra (muestra 104a), con un valor de Hb A2 de 3,4% y Hb F inferior al 2%  
-2 portadoras de la deleción -α3,7 y Hb A2 del 1,9% (muestras: 127a y 177a)  
-5 pacientes que presentaron rangos de VCM entre 79,1 y 83,2 ƒl y Hb A2 entre 1,6 y 2% 
(muestras: 626, 760, 791, 222a, 249a), en las que se descartaron las mutaciones α+-tal más 
frecuentes. 
Salvo en la muestra 82a, en la que se buscó, en la región promotora, un posible cambio que 
resultara activante de este gen (aunque no hay ninguna mutación con este efecto descripta en las 
bases de datos), en los demás pacientes se buscó la presencia de alguna alteración δ-tal, que 
justificara los niveles disminuidos observados en cada caso. 
Se detectaron 4 SNPs, que figuran en la dbSNP y se exponen en la Tabla 3.XXXIII. 
 
Nombre Nombre HGVS Secuencia 
rs3813726 HBD: c.-326A>G 
 
rs3813727 HBD:c.-249T>C 
 
rs80138317 HBD:c.-237G>A 
 
rs181334077 HBD:c.315+199A>G 
 
 
Tabla 3.XXXIII: Polimorfismos detectados en el gen HBD. 
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rs3813726 (HBD: c.-326A>G): se detectó en la muestra 791, en estado heterocigota. La 
frecuencia para el alelo minoritario (G) reportada en el Proyecto 1000 Genomas es del 4,19%.  
Esta variante, ubicada en la región promotora del gen, tiene asignado un score 2B en la base de 
datos RegulomeDB, que implica que posiblemente afecte la unión de factores de transcripción. 
En este caso, se afectaría el motivo de unión BCL6. 
 
 
Figura 3.60: PWM Logo del motivo de unión BCL6, que se vería afectado por el SNP rs3813726, de 
acuerdo a los análisis registrados en Regulome DB. 
 
rs3813727 (HBD:c.-249T>C): se detectó en también en las muestra 791, y en 106a, en ambos 
casos, en estado heterocigota. La frecuencia para el alelo minoritario (T) reportada en el 
Proyecto 1000 Genomas es del 49,18%. 
Esta variante, ubicada en la región promotora del gen, tiene asignado un score 2B en la base de 
datos RegulomeDB, que implica que posiblemente afecte la unión de factores de transcripción.  
En este caso, se afectaría el motivo de unión Pax-1. 
 
 
 
Figura 3.61: PWM Logo del motivo de unión Pax-1, que se vería afectado por el SNP rs3813727, de 
acuerdo a los análisis registrados en Regulome DB. 
 
rs80138317 (HBD:c.-237G>A): se detectó en la muestra 104a, en estado heterocigota. La 
frecuencia para el alelo minoritario (G) reportada en el Proyecto 1000 Genomas es del 3,35%. 
Esta variante, ubicada en la región promotora del gen, tiene asignado un score 2B en la base de 
datos RegulomeDB, que implica que posiblemente afecte la unión de factores de transcripción. 
En este caso, se afectaría el motivo de unión Pax-1. 
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Figura 3.62: PWM Logo del motivo de unión Pax-1, que se vería afectado por el SNP rs80138317, de 
acuerdo a los análisis registrados en Regulome DB. 
 
rs181334077 (HBD:c.315+199A>G): se detectó en una de las paciente portadoras de α-tal 
(muestra 177a), en estado heterocigota. La frecuencia para el alelo minoritario (G) reportada en 
el Proyecto 1000 Genomas es del 0,22%. No figura en las bases de datos de mutaciones 
causantes de hemoglobinopatías. Mediante NNSPLICE versión 0.9 se predijo que no se 
afectarían por este cambio los sitios dadores y aceptores constitutivos de splicing, ni se activarían 
sitios crípticos. 
 
7. Estudio del impacto de mutaciones en la expresión de los ARNm de los genes que 
codifican las cadenas de globina 
7.1 Extracción de ARN a partir de sangre periférica 
Se purificó ARN total de leucitos y reticulocitos de sangre periférica, sin separar las distintas 
fracciones. 
 
7.2 Estudio de los ARNm de los genes HBB y HBA 
Se sintetizó ADNc a partir de las muestras de ARN total y se amplificaron secuencias específicas 
de los genes HBB y HBA por PCR. En función de la ubicación de los primers (exónicos) y los 
tamaños amplificados, se descartó la contaminación con ADN (Figura 3.63). 
 
 
Figura 3.63: Amplificación de los ADNc de los genes HBB y HBA.M: Marcador de PM de 100 pb (PB-L 
Productos Bio-Lógicos
®
). Amplicón HBB: 335 pb; amplicón HBA: 411 pb. neg: control negativo. 
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Se intentó estudiar, mediante RT-PCR, diferencias en los niveles de expresión de estos genes en 
pacientes con tal, respecto a controles. Para ello, se utilizaron 2 estrategias, que, finalmente, no 
permitieron poner en evidencia los cambios esperados:  
-amplificar en multiplex los ARNm para las cadenas de α- y β-globina, utilizando el gen no 
mutado como referencia, ya que estos genes en condiciones fisiológicas se expresan 
equimolarmente 
-utilizando como gen de referencia ACTB, que codifica para β-actina, y que se expresa en sangre 
en niveles similares a los genes HBB y HBA2. 
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8. Resumen de los resultados obtenidos 
8.1 Frecuencia de las hemoglobinopatías detectadas en nuestra población y las mutaciones 
causales 
 
Figura 3.64: número de familias que presentaron las distintas hemoglobinopatías, detectadas durante el 
desarrollo de esta Tesis.  
 
 La hemoglobinopatía que presentó mayor frecuencia en nuestra población fue la β-tal. Le 
siguió la α-tal y, en tercer lugar, las hemoglobinopatías estructurales, principalmente a expensas 
de la Hb S.  
 Las variantes estructurales debido a mutaciones en HBB predominaron sobre las que afectaron 
a los genes HBA. La mutación que da lugar a la Hb S resultó la más frecuente, seguida de Hb C 
y Hb D. Se detectaron, de manera esporádica: Hb E en una familia de ascendencia mediterránea, 
variantes que originaron Hb inestables, que dieron lugar a Hbs con afinidad aumentada por el O2 
y que originaron meta-hemoglobinemias atribuibles a Hb M.  
 Las formas recesivas de β-tal predominaron ampliamente sobre las dominantes. Las 
mutaciones más frecuentes resultaron: Cd 39, Int 1-110, Int 1-6 e Int 1-1. 
 Se detectaron por primera vez en nuestra población las mutaciones β-tal: Cd 29 (C>T), Cd 15 
(G>A), c.*96 (T>C), (-56) (G>C), Cd 11 (-T), Cd 41/42 (delCTTT), Int 2-654  (C>T), Int 2-654  
(C>T), Int 2-705 (T>G) e Int 2-726 (A>G) 
 La deleción δβ-tal más frecuente en nuestra población fue la Variante Siciliana. Le siguieron 
las deleciones que dan lugar a las Hb Lepore. 
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 La mutación α-tal más frecuente en nuestro medio fue la deleción -,, implicada en 
fenotipos de portador leve, severo y Hb H. Las deleciones α0 detectadas variaron según la 
ascendencia de los pacientes: --
MED
 y --
CAL/CAMP
 fueron las más frecuentes en los de ascendencia 
mediterránea y --
SEA
 en los de ascendencia asiática. Las mutaciones puntuales detectadas con 
mayor frecuencia afectaron a HBA2 y respondieron a perfiles de ascendencia mediterránea: 
αIVSI(-5 nt)α y αNcoIα. 
 Los portadores del alelo anti, no presentan un perfil hematológico característico 
8.2 Formas clínicas severas 
 
 
Figura 3.65: Frecuencia de las formas severas de las hemoglobinopatías detectadas. No se encuentra 
incluida en este gráfico la Hb Southampton, aunque podría considerarse como β-tal dominante (ver 
Capítulo 4: Discusión) 
 
 Las formas de presentación severa más frecuentes resultaron la β-tal mayor y los síndromes 
falciformes; estos últimos se atribuyeron de manera pareja a la mutación HBB:c.20A>T en 
homocigosis como a genotipos doble heterocigotas de esta mutación con otra β-tal. 
 La causa más frecuente de TI en nuestro medio resultó la asociación de una mutación β-tal 
con un aumento en el número de genes de α-globina, principalmente con el alelo anti,. 
 No se detectaron casos de Enfermedad de Hb Bart. En todos los casos de Enfermedad de Hb 
H se detectó la deleción -,, en ninguno se encontraron involucradas mutaciones no 
delecionales.  
 
0
5
10
15
20
25
30
35
β-tal mayor Smes.
Falciformes
TI β-tal 
dominante 
Enf. Hb H
Karen G. Scheps  RESULTADOS 
  
202 
 
8.3 Mutaciones no descriptas previamente 
En el transcurso de la tesis se detectaron y caracterizaron:  
 4 mutaciones puntuales nóveles en HBB que originaron cuadros de β-tal dominante:   
 HBB:c.182_187delCTCATG (Hb Tavapy)  
 HBB:c.34_42delGTTACTGCC (Hb J.C. Paz) 
 HBB:c.270_273delTGAG (Hb Wilde)  
 HBB:c.296_297dupGT (Hb Patagonia) 
 al menos 3 deleciones previamente no descriptas que involucran al cluster de α-globina:  
 --BA  (GRCh37/hg19 chr16: 217522-227915del10394) 
 --PA (arr[GRCh37] 16p13.3( 88,165-490,645)x1)  
 --LU (arr[hg19]Chr16(16p13.3; 88,165-1,507,988)x1) 
 al menos 1 duplicación novel de los genes HBA: 
 (arr[hg19]Chr16(16p13.3; 88165- 230724)x3) 
 3 mutaciones puntuales nóveles en HBA1:   
 HBA1:c.301-2A>T 
 HBA1:c.187delG (p.W62fsX66)  
 HBA1:c.237delC (p.Asn78Lysfs*6) 
8.4 Modificadores de expresión 
 En el gen KLF1 se detectaron 4 polimorfismos, 2 podrían llegar a ejercer un efecto: 
 rs79334031 (KLF1:c.-148G>A): Se alterarían los motivos de unión de los factores de 
transcripción UF1H3BETa, WT1, ZNF219, SMAD3 y Sp1. 
 rs2072596 (KLF1:c.544T>C): La sustitución provocaría la pérdida de un residuo de alta 
importancia evolutiva, y el cambio de fenilalanina por leucina posiblemente dañino 
 Se estudiaron 3 marcadores asociados a variación en los niveles de Hb F: 
 rs7482144 (HBG2:c.-211C>T): asociado a niveles elevados de Hb F en condiciones de 
stress hematopoyético, no se corroboró asociación en pacientes no sujetos a stress 
hematopoyético. 
 rs4895441 (NC_000006.12:g.135105435A>G): se corroboró asociación de este 
polimorfismo, ubicado en la región intergénica HBS1L-MYB, con niveles aumentados de 
Hb F en la población estudiada. 
 rs11886868 (BCL11A:c.386-24278G>A): no se pudo evaluar la asociación de este 
polimorfismo en la población porque no se corroboró que estuviese en equilibrio de 
Hardy-Weinberg. 
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 Se estudiaron 2 marcadores que podrían impactar en la regulación de la expresión del gen 
HAMP en pacientes tal: 
 rs10421768 (HAMP:c.-582 A>G): este SNP afecta una de las 4 cajas E de la región 
promotora, por lo que tiene un efecto leve. La frecuencia del alelo minoritario en 
controles fue del 10,78%. Se detectó en homocigosis en una paciente con TI y sobrecarga 
de hierro, mientras que su hermana, heterocigota para este locus, no está sujeta a 
sobrecarga. 
 rs142126068 (HAMP:c.-153 C>T): este SNP altera un elemento de respuesta a BMP. No 
se detectó el alelo minoritario en la población analizada. 
 Se detectaron 4 polimorfismos en el gen HBD, 3 en la región promotora que podrían afectar 
sus niveles de expresión: 
 rs3813726 (HBD: c.-326A>G): este SNP afectaría el motivo de unión a BCL6. 
 rs3813727 HBD:c.-249T>C: este SNP afectaría el motivo de unión a Pax-1. 
 rs80138317 HBD:c.-237G>A: este SNP afectaría el motivo de unión a Pax-1. 
 
8.5 Perfiles de los portadores tal 
 β-tal leve β-tal severa α+-tal α0-tal (δβ)0-tal 
Rto. GR (10
12
/l) 5,64 ± 0,66 5,61 ± 0,61 4,84 ± 0,59 5,42 ± 0,53 6,25 ± 1,15 
VCM (ƒl) 69,74 ± 3,70 63,09 ± 4,24 76,36 ± 4,28 67,14 ± 3,33 63,35 ± 4,95 
HCM (pg) 21,82 ± 2,29 19,53 ± 1,39 24,63 ± 1,57 20,93 ± 1,21 20,15 ± 1,29 
Hb A2 (%) 3,5 ± 0,6 4,6 ± 0,83 2,5 ± 0,4 2,2 ± 0,4 2,1 ± 0,4 
Hb F (%) N N N N 6,4 ± 2,1 
 
Tabla 3.XXXIV: portadores de mutaciones β-tal leves: se consideraron los valores de los portadores de 
la mutación Int 1-6;  mutaciones β-tal severas: valores de los portadores de Cd 39 e Int 1-110; α+-tal: 
valores de los portadores de la deleción -. en heterocigosis; α0-tal: valores de la deleción -, en 
homocigosis y de las deleciones α0 en heterocigosis; (δβ)0-tal: portadores de la Variante Siciliana. Los 
valores expuestos son la  ̅ ± SD. En este caso no se hace distinción por sexo ni edad de los pacientes. N: 
≤ 2%. 
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Los desórdenes hereditarios que comprometen la síntesis de la Hb, representan el grupo más 
común de síndromes monogénicos, con más de 350.000 nacimientos de afectados anualmente y 
un 5,2% de la población mundial portadora de alguna variante de importancia clínica. La 
preocupación por reducir la incidencia de estos cuadros forma parte de los objetivos importantes 
de agencias de salud, como la Organización Mundial de la Salud (OMS) y los Institutos 
Nacionales de la Salud de Estados Unidos (NIH).  
 
Figura 4.1: Imagen extraída de la página de Facebook del NIH, que insta a utilizar la Cena de Acción de 
Gracias como un espacio para debatir la historia familiar de distintos síndromes con distinto grado de 
componente hereditario. 
 
Las distintas hemoglobinopatías suelen presentar una distribución geográfica característica, pero 
con el aumento de las migraciones, los patrones paulatinamente van cambiando. 
Este trabajo se realizó con el objetivo último de reducir la incidencia de las formas severas, 
optimizando la detección de portadores, y poder caracterizar las bases moleculares de los 
afectados de las formas clínicamente relevantes, y con la esperanza de poder establecer, en un 
futuro, tratamientos personalizados que mejoren la calidad y cantidad de vida de los pacientes. 
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4.1 Caracterización de la población estudiada 
No hay registro de hemoglobinopatías en el territorio americano en la era precolombina (Rossetti 
y col. 2004). Las mutaciones se introdujeron en el continente americano, a partir de distintas 
corrientes migratorias: de Europa occidental en el siglo XVI, el tráfico de esclavos de África 
occidental, a fines del siglo XVI y por otra ola de inmigración Europea de 1856 a 1930. 
En nuestro país, el primer aporte colonizador europeo provino de España, en el siglo XVI.  
A partir de fines del siglo XIX y las primeras décadas del XX, no obstante, el principal origen de 
los inmigrantes fue italiano. En una primera instancia, predominaron los habitantes originarios 
del norte de la península. Después del año 1900, los inmigrantes partieron principalmente del 
sur. Las regiones que más inmigrantes aportaron fueron Piamonte, Calabria, Sicilia, y Lombardía 
(Rossetti 2002).  
En estas regiones, las hemoglobinopatías más frecuentes son las talasemias, en particular la β-tal, 
con perfiles de mutaciones característicos de la población de la cuenca del Mediterráneo.  
En consecuencia, la mayoría de la población estudiada, en la que se sospechaba la presencia de 
alguna hemoglobinopatía, presentó ascendencia del área del Mediterráneo. Debe destacarse que a 
medida que aumenta el número de generaciones de una familia nacidas en el país resulta más 
difícil conseguir datos de la ascendencia de los pacientes.  
Se estudió, además de las mutaciones implicadas en las hemoglobinopatías, la distribución de 
distintos polimorfismos. Debe resaltarse, que la mayoría de las muestras en las que se llevaron a 
cabo estos estudios correspondían a pacientes en los que se sospechaba la presencia de 
mutaciones, o a familiares de los portadores y afectados, por lo que las frecuencias obtenidas no 
reflejan la distribución de las frecuencias del total de la población, sino que existe un sesgo, con 
ascendencia de países de la cuenca del Mediterráneo. 
De los distintos SNPs analizados, se pudo comparar la frecuencia del alelo minoritario en nuestra 
población respecto a la reportada en la Fase 1 del Proyecto 1000 Genomas solamente en 8: 
rs713040, rs10768683, rs7480526,  rs7946748 y rs1609812 en HBB; rs4895441, en la región 
intergénica HBS1L-MYB; rs11886868, en BCL11A y rs10421768, en la región promotora de 
HAMP.  
Se encontraron diferencias significativas en 4, que se discuten a continuación: 
rs713040 (HBB:c.9T>C)  
La frecuencia del alelo minoritario (T) en nuestra población fue del 21,13%, frente a 28,60% 
reportada. Sin embargo, si se desglosa la distribución de los alelos en distintos grupos 
poblacionales, se observa que la presencia del alelo minoritario en población europea es del 
18,00%, más cercano a lo observado en este estudio. 
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rs10768683 (HBB:c.315+16G>C)  
La frecuencia del alelo minoritario (G) en nuestra población fue del 21,16%, frente a 28,00% 
reportada. Nuevamente, al considerar la frecuencia solamente en población europea (18,00%), se 
obtiene una distribución similar a la observada en la población analizada. 
rs7480526 (HBB:c.315+74T>G)  
La frecuencia del alelo minoritario (G) en nuestra población fue del 48,10%, frente a 36,90% 
reportada. En población europea la frecuencia de alelo minoritario resultó del 48,00%, igual al 
resultado obtenido para nuestra población. 
rs1609812 (HBB:c.316-185C>T)  
La frecuencia del alelo minoritario (C) en nuestra población fue del 18,27%, frente a 28,60% 
reportada. La frecuencia de este alelo en población europea es del 18,00%, mucho más cercana a 
la detectada en nuestra población. 
 
Estos polimorfismos presentan distribuciones heterogéneas en poblaciones de distinta 
ascendencia, por lo que su estudio resultó una herramienta complementaria para poder 
caracterizar la población en estudio. En este caso, coincidieron tanto los resultados de los SNPs, 
como los perfiles mutacionales.  
Debe destacarse que, debido a la creciente inmigración del este y sudeste asiático, está 
incrementando el número de pacientes de este origen, donde la α0-tal es frecuente y el perfil de 
mutaciones es diferente. Por ende, es necesario llevar registro de los cambios demográficos en la 
población, ya que pueden repercutir sobre la prevalencia de las distintas hemoglobinopatías a 
futuro. 
 
4.2 Hemoglobinopatías estructurales 
Se detectaron tanto variantes de relevancia clínica, como otras sin repercusiones clínicas 
asociadas. Prevalecieron las variantes que afectaron el gen HBB. 
La hemoglobinopatía estructural más frecuente, en nuestro medio, fue la Hb S, seguida por la Hb 
C y la Hb D-Punjab. La Hb E, segunda en frecuencia a nivel mundial, se detectó solamente en un 
paciente pediátrico y su padre, de una familia oriunda de una colonia italiana en Etiopía. Esta 
variante se encuentra distribuida, principalmente en la región este del subcontinente Indio, 
Bangaldesh, Myanmar y el este y sudeste asiático (Williams y Weatherall 2012). Existen pocos 
reportes de esta variante en población italiana, el primero fue en 1974 (Ricco y col. 1974). 
Las causas moleculares más frecuentes de síndromes falciformes fueron la mutación 
HBB:c.20A>T, que origina la βS, en homocigosis y en doble heterocigosis con una mutación β-
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tal; este resultado es lógico dada la alta prevalencia de la β-tal en Argentina. Se detectaron 
también en doble heterocigosis las mutaciones que originan Hb D, Hb C, Hb Dhounbury, una 
hemoglobinopatía talasémica, y con la deleción δβ-tal0 Variante Siciliana. Los pacientes con 
anemia falciforme y con Hb S / β-tal presentaron los cuadros de anemia hemolítica más severos. 
En algunos casos, donde no se pudo realizar al estudio familiar, se solicitó el diagnóstico 
molecular para establecer el diagnóstico diferencial entre estos 2 cuadros. 
El valor de Hb A2, a pesar de no ser el único parámetro a considerar, no siempre es útil como 
criterio diagnóstico de β-tal, como se mostró en los resultados: en genotipos Hb S / β0-tal, no se 
sintetiza Hb A y aumenta la concentración de Hb S, provocando la hemólisis de los eritrocitos. 
El stress al que es sometido la médula ósea, para regenerar los glóbulos rojos, estimula la 
producción de Hb F al acelerar la diferenciación de los precursores, y así, inducir la producción 
de células maduras que poseen el programa de expresión fetal (Stamatoyannopoulos 2005). Las 
cadenas de γ-globina son capaces de unirse a las cadenas de α-globina, aumentando la Hb F a 
expensas de la fracción Hb A2. De 10 pacientes con Hb S / β-tal en los que se obtuvo el valor de 
Hb A2 (8 con mutaciones tipo β
0
-tal), la mitad presentaron valores de Hb A2 menores al 3,5%, en 
un rango de 1,8 al 3,3%. 
 
A pesar de que los síndromes falciformes están restringidos a mutaciones en el gen HBB, 
pacientes que presentan la misma combinación de mutaciones no necesariamente exhiben la 
misma clínica. Esto es consecuencia de la presencia de modificadores que, por un lado, regulan 
la concentración de Hb S en las células y, por otro, otorgan predisposición o protección frente a 
las distintas complicaciones. 
Según datos bibliográficos, aproximadamente el 30% de los pacientes con anemia falciforme 
presentan también α-tal; estos pacientes presentan menos hemólisis, hematocritos más altos  y 
menores recuentos de reticulocitos, ya que, al disminuir la producción de cadenas de α-globina 
disminuye la concentración de Hb S (Steinberg 2005). En algunas poblaciones (reportes de 
países asiáticos), esta asociación presenta una frecuencia mayor (Hassan y col. 2014; Pandey y 
col. 2014).  
En pacientes con Hb S en homocigosis se detectó en un 23% (3 de 13 pacientes): 2, en 
asociación con la deleción -α3,7 y en la paciente 53a, portadora de HBA1:c.187delG 
(p.W62fsX66). 
En los portadores se halló en un 17% (6 portadores de 36 familias). Salvo el paciente 55a, que 
presentó la misma mutación que su madre (53a), el resto eran portadores de la deleción -α3,7. A 
excepción de 2 pacientes, que permanecen en estudio, en el resto de los portadores no se 
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continuó la pesquisa de otras mutaciones α-tal ya que no presentaban fenotipo compatible 
(exhibieron valores de VCM>80 ƒl y de HCM >27 pg). 
Es interesante el caso de la paciente 53a (genotipo Hb S/ Hb S, αP212αdelG/αα), que alcanzó los 48 
años de edad sin requerimiento de transfusiones regulares, con un hematocrito de 19% y 
concentración de Hb de 6 g/dl. Dado que la paciente presentó valores de Hb F menores al 2% 
(por lo que esta fracción no actuaría como un factor atenuante en este caso), el principal factor 
atenuador del fenotipo sería entonces la presencia de la mutación α-tal. 
 
Las variantes de secuencia asociadas al aumento de Hb F ejercen su efecto al aumentar la síntesis 
de cadenas de γ-globina, que  no co-polimerizan con las βS, por lo que ejercen un efecto anti-
sickling. 
Si bien no se obtuvieron los datos en todos los pacientes con anemia falciforme, se estudiaron en 
los pacientes 3 loci asociados a variación en los niveles de Hb F: ninguno presentó el alelo de 
protección para rs7482144 (HBG2 -158) en estado homocigota. El paciente 34 presentó en 
homocigosis el alelo de protección (G) para rs4895441 (HBS1L-MYB), y 2 pacientes (muestras: 
1063 y 157a) presentaron el alelo protector de rs11886868 (G) (BCL11A) en homocigosis. El 
paciente 157a, que presentó para los otros 2 marcadores analizados, el alelo más frecuente en 
estado homocigota, fue diagnosticado a los 3 años de edad como una anemia crónica. En los 
primeros controles presentó valores de Hb F del 25,6%, pero no fue capaz de mantener ese valor 
en el tiempo, a los 15 años exhibió valores del 10,7%. Presentó pocos episodios de crisis de 
dolor abdominal y no desarrolló hepatoesplenomegalia. No obstante, a los 17 años, comenzó a 
ser tratado con hidroxiurea. 
Se obtuvieron valores de Hb F en 11 pacientes con Hb S / β-tal, 8 (con mutaciones β0-tal o β+ 
severas) presentaron valores de Hb F mayores al 5%, los restantes, que presentaron las 
mutaciones Int 1-110, Int 1-6 y Hb Dhounbury, exhibieron valores de Hb F de 1,1, 0,7 y 2,9%, 
respectivamente). Sin embargo, se detectó el alelo protector en homocigosis de sólo una de las 
variantes (rs11886868) en una única paciente con genotipo Hb S / Cd 39 (muestra 159a) que 
registró los niveles más altos de Hb F (22,1%). Es interesante que su hermano, portador de Cd 39 
(muestra 158a), presentó un 4,5% de Hb F, lo que señalaría un componente hereditario implicado 
en niveles de Hb F aumentados. No obstante, este paciente no presentó ninguno de los alelos 
minoritarios en homocigosis para los marcadores analizados.  
Los resultados en este grupo de pacientes señalan la necesidad de investigar loci adicionales que 
puedan explicar las diferencias de Hb F.  
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Los marcadores también se estudiaron en un paciente con Hb S / Hb C (muestra 352), y en los 3 
pacientes con Hb S / Hb D-Punjab (muestras: 126a, 293 y 294). La paciente 126a, presentó un 
cuadro severo con debut temprano, y niveles de Hb F de 5,8%. Este valor debe relativizarse, de 
todos modos, porque la paciente no había cumplido los 2 años de edad al momento del 
diagnóstico, por lo que puede deberse a un switch incompleto del cluster de β-globina. Presentó 
homocigosis para el alelo de referencia para los SNPs rs7482144 y rs11886868 y heterocigosis 
para rs4895441. Los pacientes 293 y 294 eran hermanos; 293 presentó un cuadro clínico más 
severo y se esplenectomizó en la infancia. Al comparar los resultados para los distintos loci, se 
detectó en ambos  heterocigosis para rs7482144 y el alelo de referencia en homocigosis para 
rs4895441. Para rs11886868, 293 presentó un genotipo heterocigota, mientras que 294 resultó 
homocigota para el alelo de protección. Es posible que la presencia del alelo protector contribuya 
a atenuar el cuadro en 294, aunque deben considerarse otros modificadores, especialmente los 
terciarios implicados en protección/predisposición a crisis de dolor. 
 
Se caracterizaron pacientes portadores de Hb C y Hb D-Punjab, que no presentaron 
manifestaciones clínicas relevantes.  La mutación HBB:c.19G>A, que da lugar a la Hb C, se 
detectó también en doble heterocigosis con la mutación β0-tal Int 1-1 (en individuos originarios 
de Italia, Algeria y Turquía, la asociación Hb C / β-tal  presentó un curso clínico similar a una TI 
(Adams y Coleman 1990)), y en homocigosis, en un paciente que presentó una disminución 
marcada del VCM (66,4 ƒl) aunque no mostró una mayor disminución en los niveles de Hb (13,3 
g/dl), a pesar de esperarse un fenotipo de anemia hemolítica moderada. 
 
Además, se detectaron otras variantes menos frecuentes: Hbs inestables, Hbs con afinidad 
aumentada por el O2 y una Hb M. A pesar de que las hemoglobinopatías estructurales son 
clasificadas como desórdenes de herencia recesiva, algunos de los alelos mutados detectados en 
heterocigosis inducen manifestaciones clínicas de distinta severidad. Este fenómeno se observó 
tanto en las Hbs inestables (crisis hemolíticas en los portadores de Hb Torino y Hb Saint-
Etienne), como en la Hb M-Saskatoon (paciente pediátrico con acrocianosis) y en las Hbs 
clasificadas con afinidad aumentada por el O2 (eritrocitosis en el portador de Hb Regina y un 
cuadro de anemia hemolítica severa que requirió la implementación de un régimen transfusional 
antes de los 3 meses en la paciente con Hb Southampton). Respecto a la última paciente, tanto la 
clínica como los análisis bionformáticos, brindaron evidencias de que el efecto predominante de 
la mutación es la inestabilidad que provoca en la cadena de β-globina, independientemente del 
cambio en la afinidad por el O2: el cambio de leucina por prolina en el codón 106, disrumpe la 
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hélice G, alterando la estructura terciaria de la molécula. La inestabilidad generada se expresa en 
el cambio de energía libre, que resultó de 5,61 kcal/mol. Sería conveniente que se revea la 
clasificación de esta variante en las bases de datos de mutaciones de hemoglobinopatías. La Hb 
Southampton se detectó en otro paciente pediátrico en Argentina, que presentó un cuadro de 
anemia hemolítica severa y hepatoesplenomegalia (Eandi Eberle y col. 2006) pero que, a 
diferencia de la paciente 1081, no había sufrido complicaciones en el período neonatal. Esto 
llevó al planteo de si existía en la paciente, algún factor que agravara el cuadro por el aumento 
desbalance de cadenas, por lo que se investigó la presencia de los alelos anti3,7 y anti4,2, 
aunque no se hallaron presentes. Tanto el paciente descripto por Eandi Eberle y col., como una 
paciente uruguaya que presentó esta variante en heterocigosis (Pereira y col. 2013), presentaron 
comportamiento clínico de TI. Esto lleva a plantear no sólo la reclasificación del efecto de esta 
variante en las bases de datos, sino también su herencia, que es capaz de desencadenar fenotipos 
severos en heterocigosis, por lo que podría considerarse una hemoglobinopatía tal con efecto 
dominante. 
Tanto la mutación HBB:c.320T>C que origina la Hb Southampton como HBB:c.190C>T, que 
produce la Hb M-Saskatoon se detectaron como mutaciones de novo. En base de datos está 
descripto que ambas mutaciones pueden presentarse de este modo: para la Hb Southampton se 
reportan al menos 3 casos mientras que para la Hb M-Saskatoon, figura que ocurre 
recurrentemente como mutación de novo. Esto señalaría que la posición HBB:c.190 sería un hot 
spot mutacional. No es casualidad que el cambio sea C por T: la transición sería resultado de la 
deaminación de la citosina a uracilo, que al no ser reparado correctamente, fija la sustitución. 
 
4.3 Análisis de mutaciones talasémicas en cluster de β-globina 
La β-tal es la hemoglobinopatía más frecuente en nuestro país: se detectó en 422 familias. El 
98,82% de los casos analizados, cursaron con herencia recesiva: se requirió las 2 copias de genes 
HBB mutadas para desencadenar fenotipos severos (tal mayor o TI), o al menos, que frente a una 
única mutación en heterocigosis exista una asociación con algún factor agravante del desbalance 
de cadenas α:no-α (TI). 
Como en otros grupos poblacionales reportados en la literatura y trabajos previos en Argentina 
(Rossetti y col. 2004), se halló un grupo acotado de mutaciones frecuentes causantes de estos 
cuadros y un grupo heterogéneo de mutaciones, presentes en muy baja frecuencia. En este 
trabajo se amplió el rango de detección de las mutaciones de este último grupo (14 mutaciones 
presentaron frecuencia inferior al 1%); 9 fueron detectadas por primera vez en  Argentina. De 
este conjunto, solamente 4 presentaron efectos severos: las mutaciones Cd 15 (G>A), Cd 11 (-T) 
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y Cd 41/42 (delCTTT), clasificadas como β0-tal, que provocan la aparición de codones 
prematuros de terminación de la traducción e Int 2-654  (C>T),  una mutación β+ severa. 
Se confirmó el perfil de mutaciones prevalentes, obtenido en trabajos anteriores (Rossetti 2002) 
similar al de la cuenca del Mediterráneo, según la frecuencia de las distintas mutaciones 
reportada en Ithanet: la mutación Cd 39 (HBB:c.118C>T), que en nuestra población se encontró 
presente en el 41,73% de las familias con formas recesivas, se encuentra en frecuencias altas y 
moderadas en toda la cuenca del Mediterráneo, incluyendo toda la región balcánica, el noreste de 
África y medio oriente. En Francia e Italia corresponde al 41,00% de los alelos β-tal (en algunas 
regiones la frecuencia es aún mayor, por ejemplo, en Cerdeña constituye el 96,00% (Ferrara y 
col. 2001)), y en España y Portugal, aproximadamente el 35,00%.  
Int 1-110 (HBB:c.93-21G>A) presenta una distribución geográfica más amplia: además de la 
cuenca del Mediterráneo, se encuentra en la península arábiga y en Rusia. Las frecuencias más 
altas de esta mutación se encuentran en Chipre, donde constituye alrededor del 78,00% de los 
alelos β-tal, Macedonia (cerca del 50,00%) y en resto de la región balcánica: Grecia, Turquía y 
Yemen (alrededor del 40,00%). En nuestro medio representó el 21,10% de los alelos β-tal, 
similar a la frecuencia reportada en Italia (23,05%) y Francia (25,70%). 
Las frecuencias más altas de Int 1-6 (HBB:c.92+6T>C) se registraron en Egipto, Portugal, 
Macedonia, Rumania y República Checa, donde representa entre el 15,00 y el 20,00% de los 
alelos β-tal. El perfil presentado en nuestra población (10,79%) es similar a Italia y España, 
donde representa el 9,40 y 10,10%, respectivamente. Se destaca que la frecuencia de esta 
mutación aumentó respecto a reportes anteriores, al detectarla en pacientes con valores de Hb A2 
menores al 3,5%, considerados posibles portadores α-tal. Este concepto se retoma más adelante.   
Int 1-1 (HBB:c.92+1G>A) es la cuarta mutación más frecuente. Las frecuencias más altas de esta 
mutación fueron reportadas en República Checa (45,20%), Hungría (31,00%), Sri Lanka 
(27,00%) y Siria (17,00%). Los países de la cuenca del Mediterráneo, que presentan frecuencias 
similares a la hallada en nuestra población (10,55%) son Algeria y Francia, donde constituye el 
10,50% de los alelos β-tal. En España la frecuencia de esta mutación es mayor (25%), mientras 
que en Italia, forma parte del grupo de mutaciones esporádicas. No obstante, varios de los 
portadores de esta mutación en nuestro medio presentaron ascendencia italiana. 
 
El análisis genotipo-fenotipo demostró que mutaciones de distinta severidad, repercuten distinto 
en el grado de microcitosis e hipocromía. Los valores hematimétricos de los portadores de 
mutaciones de tipo β+ severas, son más parecidos a los de los portadores de mutaciones tipo β0 
que a los de tipo β+ leves.  
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El dato más significativo, sin embargo, es que un conjunto de portadores β-tal no presentan 
valores de  Hb A2  mayores al 3,5%, uno de los principales criterios para el diagnóstico 
diferencial de estos pacientes. En nuestra población, este grupo, debería subdividirse en 3 
categorías:  
-aquellos con mutaciones de tipo β
+ 
leves o silentes (especialmente Int 1-6 en nuestra 
población): el valor de la fracción de Hb A2 en el rango normal sería consecuencia del efecto de 
la mutación, que permite la síntesis parcial de cadenas β normales a partir del alelo mutado, y en 
consecuencia, el desbalance de cadenas α:no-α no es tan acentuado. Esta situación se observó en 
un 55,6% de los pacientes portadores de la mutación Int 1-6 (provoca splicing alternativo del 
transcripto primario) y en todos los portadores de la mutación (-87) (HBB:c.-137C>G), en este 
caso por una menor transcripción del gen HBB. Como consecuencia de la microcitosis discreta, 
en ocasiones sin anemia, y sin el aumento esperado de Hb A2, existe un subdiagnóstico de 
portadores de estas mutaciones. Se resalta, entonces, la importancia de la incorporación del 
rastreo de la mutación Int 1-6 en el servicio del Laboratorio de Biología Molecular del Hospital 
General de Agudos “E. Tornú” para diagnóstico de mutaciones β-tal por Real Time PCR. 
-los que presentan mutaciones de tipo β
+ 
severas o β
0
 con aumento de Hb F por encima del 
valor de referencia: en este grupo de portadores con mayor desbalance de cadenas α:no-α 
(producto de una síntesis mínima o nula de cadenas β a partir del alelo mutado), por algún 
motivo, presentan producción incrementada de cadenas de γ-globina, que al unirse a las cadenas 
de α-globina en exceso, formando Hb F, aplacan el aumento de Hb A2.  Esta situación se observó 
en 8 pacientes que ingresaron al estudio con un diagnóstico presuntivo de δβ-tal. El valor de Hb 
A2 es clave para distinguir ambos cuadros: mientras que los pacientes con δβ
0
-tal no superaron el 
2,5%, en los portadores β-tal, fueron mayores al 3%. 
-los portadores de mutaciones β-tal severas con niveles normales de Hb F: en este grupo de 
pacientes, como en el caso anterior, se espera, de acuerdo al grado de desbalance de cadenas 
α:no-α, que la fracción de Hb A2 iguale o supere el 3,5%. Cuando esta situación no se observa, 
es probable que se encuentren involucradas variantes de secuencia que atenúen la expresión del 
gen HBD. En este trabajo se detectaron 4 variantes de secuencia en este gen, 3 de ellas en la 
región promotora, que, según los análisis bioinformáticos, alterarían algún motivo de unión de 
factores de transcripción y habría ciertas evidencias de que efectivamente se afectaría la unión de 
distintos factores. La frecuencia del alelo minoritario reportada en el Proyecto 1000 Genomas, en 
los 3 casos resultó mayor al 1%, lo que indicaría que no presentan un efecto deletéreo a nivel del 
fenotipo. Esto no implica que no puedan afectar la expresión de las cadenas δ-globina, cuya 
disminución no traería acarreadas repercusiones clínicas. Dos de estos SNPs (rs3813726 y 
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rs3813727) se detectaron en una paciente sin mutaciones β-tal, con VCM de 80 ƒl, HCM de 27 
pg y Hb A2 de 1,6%. Debería clonarse la región promotora para determinar si estas variantes se 
encuentran en cis, afectando la expresión de un solo alelo, o en trans, afectando a ambos copias 
de gen. El tercer SNP detectado en región promotora, rs80138317, se detectó en una paciente 
portadora de la mutación Cd 39, con niveles de Hb A2 de 3,4%. Se detectó un cuarto SNP, 
rs181334077, en el intrón 2, en una paciente portadora de la deleción -α3,7 en heterocigosis, que 
presentó un porcentaje de Hb A2 menor al esperado. A pesar de encontrarse en un porcentaje 
menor al 1% según los datos del Proyecto 1000 Genomas, no se pudo predecir un mecanismo 
molecular por el cual afectaría la expresión de este gen.  
 
Es necesaria la interacción entre el médico hematólogo, el laboratorio bioquímico y el 
laboratorio molecular para el diagnóstico certero de estos cuadros y detectar portadores, con el 
fin de reducir la incidencia de las formas severas. Se espera que el diagnóstico molecular de las 3 
mutaciones más frecuentes en nuestro medio, disponible para toda la Red de Hospitales de la 
Ciudad de Buenos Aires, contribuya en este aspecto. 
 
Respecto a las formas clínicamente severas, prevaleció la tal mayor (30 pacientes genéticamente 
no relacionados y 2 muestras de vellosidades coriónicas con genotipos de tal mayor), seguida de 
la TI (26 pacientes de 22 familias) y, por último, la tal dominante (6 pacientes, 5 familias). Estos 
resultados son lógicos considerando que 3 de las 4 mutaciones más frecuentes en nuestro entorno 
son mutaciones de tipo β0 o β+ severas, que al combinarse, dan cuadros de tal mayor. No 
obstante, considerando que las bases moleculares de las TI involucran no sólo la combinación de 
alelos β-tal leves o silentes, sino también la contribución de otros loci, la probabilidad de su 
ocurrencia no depende solamente de la frecuencia de las mutaciones detectadas en la población. 
Las TI se discutirán en profundidad en un apartado posterior. 
 
En las tal mayor, los genotipos más frecuentes fueron compuestos heterocigotas, en los que se 
encontró alguna de las 4 mutaciones más frecuentes (salvo en 2 casos, genotipos: Int 2-745 en 
homocigosis e Int 1-5 / Int 2-745, donde se detectó la quinta mutación en frecuencia). Doce 
pacientes (37,5%) presentaron genotipos homocigotas: en 10 se detectaron las mutaciones Cd 39 
e Int 1-110. El paciente homocigota para Int 1-1 es hijo de un matrimonio consanguíneo entre 
primos hermanos, que recibieron un asesoramiento genético incompleto, en el que no se 
consideró la posibilidad que fueran portadores tal. Este caso realza la necesidad no sólo de 
extender los resultados de los análisis de genotipo-fenotipo a la comunidad de médicos 
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hematólogos, sino también a los médicos genetistas, que deben tenerlos en cuenta a la hora de 
realizar el asesoramiento.  
En 9 pacientes con tal mayor, se detectaron combinaciones que involucraron al menos una 
mutación de tipo β+ (en todos los casos, una era β+ severa). Sin embargo, 2 pacientes que 
presentaron la combinación Int 1-6 / Int 1-110 (β+ leve / β+ severa) cursaron como TI, mientras 
que pacientes con genotipos con combinación de mutaciones del mismo tipo (Int 1-5 / Int 1-6 e 
Int 1-6 / Int 2-745) cursaron como tal mayor. Es más, una paciente pediátrica con combinación 
de una mutación de tipo β+ silente con β0 ((-87) / Cd 39) cursó como tal mayor, mientras que otro 
paciente, adulto, con combinación del mismo tipo de mutaciones (Cd 39 / c.*96 C>T) cursó 
como TI. Tres pacientes con genotipos compatibles con tal mayor (2 casos Cd 39 homocigota y 
el restante, Cd 39 / Int 1-110) cursaron como TI. Estos casos resaltan la complejidad asociada a 
estos cuadros, en los que no siempre el genotipo correlaciona con el fenotipo esperado, y la 
necesidad de hallar factores capaces de anticipar el comportamiento clínico de los pacientes, para 
adoptar conductas terapéuticas apropiadas. 
 
Pese a no ser la forma de presentación habitual, se deben mencionar las mutaciones que originan 
β-tal dominantes. Son hemoglobinopatías talasémicas, ya que las variantes de secuencia 
provocan cambios en la estructura de la cadena de β-globina que disminuyen su eficiencia de 
unión a las cadenas α-globina (o la inhiben por completo), provocando la precipitación de las 
cadenas anómalas y, consecuentemente, la formación de tetrámeros de las cadenas α en exceso, 
que también precipitan, en los precursores eritroides, conduciendo a eritropoyesis ineficaz, y 
produciendo hemólisis en sangre periférica. En función de la inestabilidad, uno esperaría la 
ausencia de banda anómala en la electroforesis de Hb y un resultado de pruebas de inestabilidad, 
como Carrell y Kay, positivo. Sin embargo, en la Hb Tavapy se detectó una banda anómala en 
un 6,9%; esto puede atribuirse a que la paciente se encontraba esplenectomizada al momento del 
estudio. La Hb Wilde presentó un test de Carrell y Kay negativo y  el mismo resultado se 
observó en la muestra 862 (portador de Hb Durham-N.C.), aunque su hijo, portador de la misma 
mutación, presentó un resultado positivo cuando la medición se realizó a 30 los minutos.  
El resultado obtenido para la Hb Wilde podría ser consecuencia del gran grado de inestabilidad 
de la cadena de β-globina mutada (la paciente presentó el fenotipo más severo de los afectados 
con tal dominante, con un comportamiento clínico de tal mayor), por lo que es posible que no se 
encuentre en sangre periférica. 
De las formas β-tal dominantes, sólo la variante la Hb Durham-N.C./Brescia estaba previamente 
descripta. En función de la clínica y los datos de laboratorio obtenidos de la muestra 862 y su 
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hijo (1020), la mutación se habría producido de novo en 862 o en las gametas de uno de sus 
padres. Esta mutación presenta una frecuencia relativamente alta en la Federación de Rusia (es la 
tercera mutación β-tal más frecuente 9,7% de los alelos). También se detectó en pacientes de 
ascendencia coreana, italiana e irlandesa. El paciente 862 presentó ascendencia árabe, aunque al 
ser una mutación de novo no debería influir en el análisis la ascendencia presentada. 
 
Las 4 variantes restantes con fenotipo de β-tal dominante, nóveles, se habrían generado de novo 
en los pacientes afectados o en las gametas de alguno de sus padres. En 2 casos se trató de 
deleciones que removieron un número de bases múltiplo de 3: en la Hb Tavapy, hay una deleción 
de 6 pb: HBB:c.182_187delCTCATG y en la Hb JC-Paz, hay una deleción de 9 pb: 
HBB:c.34_42delGTTACTGCC. En estos casos no existe un corrimiento del marco de lectura; la 
pérdida de aminoácidos clave para la estructura terciaria de la cadena de β-globina (la valina de 
la posición 60 en el primer caso y la valina de la posición 11 en el segundo) sería la causa del 
fenotipo observado, aunque no puede descartarse una contribución de los otros aminoácidos 
afectados, alterando la estructura de las α-hélices E y A, respectivamente. 
  
Los otros 2 casos fueron consecuencia de mutaciones que dieron lugar a corrimientos del marco 
de lectura, que, en lugar de generar codones stop prematuros, dieron lugar a variantes elongadas 
de 155 y 157 aminoácidos. Tanto en la Hb Wilde como en la Hb Patagonia se produce un cambio 
del marco de lectura en un número de nucleótidos +2: en el primer caso, como consecuencia de 
la deleción de 4 pb (HBB:c.270_273delTGAG) y en el segundo, de la inserción de 2pb 
(HBB:c.296_297dupGT). Es posible que el mismo mecanismo mutacional se encuentre 
implicado en la génesis de ambas mutaciones: un slippage de la ADN Polimerasa durante la 
replicación del ADN ya que la secuencia TGAG, delecionada en Hb Wilde, está duplicada en la 
secuencia wild-type, mientras que en la Hb Patagonia se produce una duplicación del 
dinucleótido GT presente en la secuencia wild-type.  
Los análisis bioinformáticos realizados por el Grupo de Bioinformática Estructural de la Unidad 
de Físico Química, del Departamento de Ciencia y Tecnología, de la Universidad Nacional de 
Quilmes, otorgaron herramientas adicionales para explicar los fenotipos observados en las 
pacientes portadoras de la Hb Wilde y la Hb Patagonia: los cambios aminoacídicos alterarían 
drásticamente la estructura terciaria de la cadena de β-globina y, consiguientemente, la estructura 
cuaternaria de la Hb. La pérdida de los ácidos glutámicos y aspárticos alteraría la capacidad de 
unirse con las cadenas de α-globina, dado que esta interacción estaría estabilizada por fuerzas 
electroestáticas.  Los cambios en la secuencia aminoacídica alteran el punto isoeléctrico del 
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fragmento C-terminal alterado, y esto podría afectar además interacciones estabilizantes de la 
estructura terciaria. A pesar de que en la Hb Patagonia la histidina proximal del codón 92  se 
encuentra conservada, a diferencia de lo que ocurre en Hb Wilde, la estructura terciaria se vería 
también comprometida en esta variante, consecuencia de las alteraciones electroestáticas y en la 
hidrofobicidad de varios residuos que establecen contactos con el hierro hemínico.  
 Estos resultados permiten explicar la hemólisis extensiva observada en estas pacientes, producto 
de la formación de cuerpos de inclusión que dañan la membrana de los precursores eritroides en 
la médula ósea, resultando en eritropoyesis ineficaz. Se resalta que el grado severo de 
inestabilidad sería consecuencia de la pérdida de los aminoácidos clave en el mantenimiento de 
la estructura terciaria y cuaternaria, ya que existe una variante descripta, Hb Tak 
(HBB:c.441_442insAC), en la que se produce una deleción con corrimiento del marco de lectura 
entre los codones 146 y 147, que determina una región C-terminal alterada, pero que no 
compromete posiciones involucradas en la interacción entre las subunidades de la Hb. Esta 
variante presenta un modo de herencia recesivo (Flatz y col. 1971), tiene afinidad aumentada por 
el O2 y es levemente inestable (en la electroforesis de Hb se observa una banda de 35 al 40%). 
El hecho de que ambas pacientes presentaron diferencias en el fenotipo al momento de ser 
derivadas para el estudio molecular (852 presentó características de tal mayor, mientras que 
1040, una anemia hemolítica crónica moderada, palidez e ictericia) y que solamente 1040 
presentó una prueba de Carrell y Kay positiva, puede deberse en algún grado a los 7 aminoácidos 
en que difieren ambas secuencias, aunque la causa principal sería la esplenectomía a la que fue 
sometida la paciente 1040. 
 
Todos los afectados con formas β-tal dominantes (salvo el paciente 1020) presentaron aumentos 
de Hb F, lo que era esperable en función del  stress hematopoyético al que estaban sometidos. 
No obstante, presentaron diferencias en los niveles de esta fracción. Con el fin de aportar 
herramientas para justificar las variaciones observadas, se estudiaron los SNPs asociados a 
variación en los niveles de Hb F. La única variante para la que se detectó el alelo de protección 
en homocigosis fue rs11886868, para los pacientes 862 (su hijo, 1020, presentó un genotipo 
heterocigota), 950, 1040 y 1094. La paciente 852 que presentó los valores más elevados de Hb F 
(35,7%) no presentó homocigosis para ninguno de los loci analizados. Debe tenerse en cuenta 
que 950 y 1040 se encontraban esplenectomizadas, por lo cual, se puede hallar aliviado 
parcialmente el stress hematopoyético. 
Teniendo en cuenta que estas mutaciones con herencia dominante ocurrieron como eventos de 
novo es importante el asesoramiento genético brindado a las familias afectadas. 
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De los 15 pacientes (12 familias) con fenotipo de portador δβ0-tal, 14 presentaron la Variante 
Siciliana por lo que cualquier sistema de detección de estas variantes en nuestra población, debe 
comenzar por el rastreo de esta deleción. En la paciente restante, la secuenciación del gen HBB 
no mostró ningún polimorfismo en estado heterocigota, lo que haría suponer la presencia de 
alguna otra deleción. 
 
Tres pacientes genéticamente no relacionados presentaron fenotipo δβ+-tal, debido a la presencia 
de Hb Lepore: la variante Lepore-Baltimore se detectó en 2 y en el restante, la Lepore-Boston-
Washington (BW). La primera, de acuerdo a la información provista por bases de datos, se 
detectó principalmente en familias españolas, y esporádicamente en pacientes africanos y 
yugoslavos. La Hb Lepore-BW es la forma más prevalente a nivel mundial, siendo más frecuente 
en familias de ascendencia italiana. 
 
Las Hb Lepore son hemoglobinopatías talasémicas, como consecuencia de una menor tasa 
transcripcional. Según lo descripto en bibliografía, la menor producción de ARNm sería 
resultado de la transcripción a partir del promotor de HBD (Gaudry y col. 2014), que presenta un 
motivo caja CCAAT alterado y no presenta sitios de unión para KLF1. No obstante, en la 
electroforesis de Hb, se detecta una banda anómala del 7 al 15% cuando estas variantes están 
presentes en heterocigosis y en un 30%, en homocigosis, mientras que en los portadores β-tal, 
raramente la Hb A2 es capaz de ascender al 7%. 
Esto indicaría que existirían factores adicionales que influyen en la baja expresión de HBD, 
como la menor vida media del ARNm de HBD comparado con el de HBB (Forget 2001), y esto 
sería consecuencia de determinantes de estabilidad presentes en la región 3' UTR del ARNm de 
HBB (Russell y Liebhaber 2006; Peixeiro y col. 2011). El ARNm de la Hb Lepore, producto de 
la fusión de los genes HBD y HBB, en consecuencia, se transcribiría a partir del promotor de 
HBD, pero portaría los determinantes de estabilidad de HBB.  
Existe interés por probar un incremento de la transcripción de HBD, ya que las cadenas de δ-
globina podrían suplir el déficit de cadenas de β-globina en la β-tal y, principalmente, porque la 
Hb A2  puede inhibir la polimerización de la deoxi-Hb S en pacientes con síndromes falciformes. 
Distintos estudios intentaron aumentar la transcripción in vitro, mutando la región promotora 
(Tang y col. 1997; Ristaldi y col. 1999), aunque en los últimos años, el foco de los estudios pasó 
a la inducción de la expresión de los genes que codifican las cadenas de γ-globina, con el fin de 
aumentar los niveles de Hb F en la vida pos-fetal. Otra alternativa para desarrollar nuevas 
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estrategias terapéuticas a futuro podría ser la modificación de la región 3' UTR de HBD, para 
aumentar la estabilidad de su ARNm.  
 
4.4 Análisis de mutaciones talasémicas en cluster de α-globina 
En este trabajo se actualizaron las bases moleculares de estos síndromes en nuestro medio, y se 
elaboraron esquemas diagnósticos para su detección. Al presente, el diagnóstico molecular es el 
único medio para establecer la confirmación de α-tal. El conocimiento del estado de portador α-
tal es esencial para prevenir investigaciones incorrectas y costosas, para definir la etiología real 
de la microcitosis y permitir un diagnóstico preciso y diferencial de estos cuadros, y un adecuado 
asesoramiento genético. 
En 136 familias se detectaron mutaciones α-tal: 132 correspondieron a familias de portadores y 4 
a afectados con enfermedad de Hb H. No se detectaron casos de hidropesía fetal con Hb Bart. 
Como se mencionó anteriormente, la incidencia de α-tal en nuestra población podría cambiar, 
debido a un incremento en la inmigración desde zonas del sudeste asiático donde estos 
síndromes presentan alta prevalencia.  
En los 4 pacientes con Hb H, de ascendencia occidental, la base molecular correspondió a la 
deleción de 3 copias de HBA: en 2 casos el genotipo fue -α,/--MEDI (combinación de las 2 
deleciones más frecuentes en nuestra población con ascendencia de la cuenca del Mediterráneo) 
y en los otros 2, la deleción -α, en un cromosoma se asoció en trans con una gran deleción (de 
más de 127,5 kb, detectadas  por MLPA). La caracterización del defecto molecular en las Hb H 
es de suma importancia, ya que en pacientes que presentan una mutación puntual, los cuadros 
clínicos suelen ser más severos (Vichinsky 2013). 
 
La deleción -α, es la mutación α-tal más frecuente a nivel mundial, y la de mayor incidencia en 
países de la cuenca del Mediterráneo: en población española se detectó en un 58,77% de 
pacientes con perfil α-tal (Villegas y col. 1998), en Italia se detectó en un 5%  de la población, a 
partir de un estudio realizado en muestras de cordón umbilical seleccionadas al azar (Velati y 
col. 1986). Hay pocos reportes de la frecuencia de esta mutación, y de estos síndromes, en 
nuestro país: en un estudio del 2002 en Rosario, se detectó una frecuencia de la deleción -α, de 
0,013%, a partir de 310 muestras de sangre de cordón umbilical seleccionadas al azar, (Noguera 
y col. 2002) y en la Tesis Doctoral "Genética Molecular de las Hemoglobinopatías y  Talasemias 
en Argentina" de la Dra. Liliana Rossetti, del año 2002, la deleción -α, se estudió en 50 
pacientes candidatos y se  detectó en 14 en heterocigosis y en 3, en homocigosis. En este trabajo 
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se determinó que fue el defecto molecular en el 72,79% de los portadores α-tal. Esta frecuencia 
aumenta, si se considera que también estuvo presente en los 4 casos de Hb H detectados. 
La primera conclusión que se obtiene de este trabajo es que, ante la sospecha de α-tal, los 
estudios deben comenzar por el rastreo de la deleción -α,.  
En pacientes con “rasgo talasémico”, negativos para la mutación anterior, el siguiente paso es 
estudiar deleciones tipo α0 por PCR-GAP. Se podría argumentar que mediante MLPA se abarca 
un panel más grande mutaciones causales. No obstante, debido al costo que al día de hoy acarrea 
este estudio, es conveniente estudiar primero las distintas deleciones conocidas: la técnica PCR-
GAP resultó una herramienta útil y de bajo costo para el análisis de las mutaciones frecuentes y 
permitió determinar las bases moleculares en un 86,79% de los pacientes con perfil α0-tal 
estudiados. Para optimizar la búsqueda, es importante conocer la ascendencia: las distintas 
deleciones α0 presentan distribuciones geográficas acotadas: --MEDI y -(α)20.5, sólo fueron halladas 
en individuos con ascendencia mediterránea, mientras que las deleciones --
SEA 
y
 
--
FIL
, en 
individuos de origen asiático.  
 
Se analizó por MLPA, el ADN genómico de 11 pacientes (9 familias) con perfil α0-tal en los que 
no se detectaron deleciones por PCR-GAP y de 2 pacientes con Hb H en los que se había hallado 
solamente la deleción -α,. En 9 (8 familias) se detectaron deleciones. Los genes HBA2 y HBA1 
de las 3 familias restantes, se secuenciaron con el fin de hallar mutaciones puntuales, aunque no 
se obtuvieron resultados positivos.   
Llamativamente, en 5 pacientes (4 familias, todas de ascendencia italiana) se determinó la 
presencia de una deleción entre 28,9 y 36,5 kb, y que, en función de la zona involucrada, sería 
compatible con las deleciones --
CAMP
 (31.196 pb)
 
(Sessa y col. 2010)  y --
CAL
, con sus límites 
actualizados (31.207 pb) (Blattner y col. 2013). La génesis de ambas deleciones estaría mediada 
por recombinación de sitios Alu muy cercanos. La deleción --
CAL
, publicada en 1991 (32.201 pb) 
(Fortina y col. 1991) fue detectada por Southern Blot. Es posible que la resolución de la técnica, 
sumada a errores que existían en la Secuencia de Referencia del cluster de -globina, no hayan 
permitido establecer con precisión los bordes de la misma. En el 2009 se publicó la deleción       
--
CAMP
, detectada en 2 familias de la región Campania, de Italia, que refirió ser una deleción 
surgida de un evento mutacional distinto al que dio lugar a --
CAL
, al involucrar distintos sitios 
Alu que habrían mediado los eventos de recombinación. En el año 2013, Blattner y 
colaboradores, mediante array-CGH, detectaron una deleción en un paciente suizo que, 
caracterizaron mediante PCR-GAP y secuenciación. La deleción hallada, fue presentada como 
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una actualización de los límites de la --
CAL
 descripta en 1991. En el trabajo se aclara, que debido 
a que los bordes de la deleción se encuentran en regiones de alta homología, no resultó posible 
mapear los puntos de ruptura con resolución de 1 pb. Esta afirmación, sumado a sus tamaños 
similares, podrían indicar que las deleciones --
CAMP
 y  --
CAL 
se tratan, en efecto, de la misma 
mutación. De hecho, la deleción detectada en nuestra población presentó la misma región y el 
mismo tamaño que la --
CAL 
(GRCh37/hg19 chr16: 197924-229131del31207), pero involucró 
distintos puntos de ruptura.  
Es interesante, que en la bibliografía la deleción α0 más frecuente en población mediterránea es 
la    --
MEDI
, seguida de la -(α)20,5 (Di Rienzo y col. 1986). De acuerdo a los resultados obtenidos 
en esta tesis, la deleción --
CAL/CAMP
 sería la segunda en frecuencia, en población de ascendencia 
mediterránea en Argentina.  
 
En una única paciente (muestra 94a) con fenotipo de rasgo talasémico, se detectó una deleción 
acotada al locus regulatorio MCS-R2 (HS-40), sin pérdida de los genes HBA. Existen numerosos 
reportes de deleciones de tamaños muy diferentes que afectan esta región (Coelho y col. 2010; 
Viprakasit y col. 2006) en pacientes con fenotipo α0-tal, lo que demuestra que es necesaria la 
integridad de esta región para la expresión con alta eficiencia del cluster de α-globina, a pesar de 
estar ubicado en una región de cromatina constitutivamente abierta. Se intentó establecer los 
límites de la deleción por PCR-GAP y Long-PCR usando distintas combinaciones de primers. 
Sin embargo, debido a la gran distancia que separa a las sondas de la región delecionada de las 
contiguas en las que se registró amplificación de ambos alelos (60,2 kb hacia 5' y 29,3 kb hacia 
3') las estrategias no permitieron hasta el momento establecer los bordes de la deleción. 
 
En una paciente (muestra 250a), se determinó la presencia de una deleción de entre 10,2 kb y 
14,2 kb, mediante MLPA. La distancia entre las sondas que delimitaron la deleción y las 
contiguas, hacia 5' y 3' fueron 2,6 kb y 1,9 kb, respectivamente. Mediante PCR-GAP y la 
combinación de distintos primers diseñados, se amplificó el alelo portador de la deleción; por 
secuenciación se determinaron los bordes de la misma: --
BA
  (GRCh37/hg19 chr16: 217522-
227915del10394). Los bordes no involucran sitios Alu y no hay en las cercanías grandes 
regiones de homología (los bordes coinciden en su secuencia en 5 pb). Tampoco existe una 
secuencia insertada entre los sitios de ruptura. Un mecanismo probable, capaz de estar 
involucrado en la generación de esta deleción es el Microhomology-mediated end joining 
(MMEJ) o  unión de extremos mediado por micro-homología, que es una vía de reparación del 
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ADN que requiere regiones de microhomología como templado para llevar a cabo esta acción, y 
que  intrínsecamente tiene una predisposición a introducir errores. 
 
Además, se detectaron por MLPA, 2 deleciones de más de 127,5 kb (máximo tamaño que 
permite identificar el kit comercial) en 2 pacientes con Hb H, uno de los cuales (muestra 819), 
presentaba además del cuadro α-tal, pautas de retraso madurativo (comenzó a caminar 
tardíamente, lenguaje con dificultad) y varias anomalías del desarrollo, varias de ellas, 
características del ATR-16 (Regueiro  y col. 2014) como hipertelorismo, boca en carpa, narinas 
antevertidas, filtrum largo, prognatismo, paladar ojival, cuello corto, tórax ancho y dedos 
fusiformes. Además presentó bajo peso (por debajo del P3), aunque la talla y el perímetro 
cefálico se encontraron dentro de rangos normales (talla: entre 10 y 25 y perímetro cefálico: -1 
DS). Para delimitar los bordes de estas deleciones se contó con la colaboración del equipo del 
Instituto de Genética Médica y Molecular del Hospital Universitario La Paz en la Universidad 
Autónoma de Madrid. Mediante SNP array, con la plataforma CytoSNP850K(Illumina), se 
determinó que ambas deleciones no estaban reportadas, presentaron distintos tamaños y se pudo 
establecer los tamaños mínimos de cada una: la paciente 438 presentó la deleción --
PA
, de al 
menos 402.480 pb, mientras que en el paciente 819 se detectó la deleción --
LU
, de al menos 
1.419.823 pb.  
El extremo 5´ de la deleción, resultó el mismo para las 2 muestras (16p13.3:88.165) aunque este 
resultado surge de los loci donde mapean las sondas del array y la sensibilidad de detección de la 
técnica, por lo que podrían ser diferentes. El primer gen que se vería afectado, sería POLR3K 
(coincidentemente a lo detectado mediante MLPA). En el caso de la deleción --
PA
, el último gen 
que se vería comprometido hacia la región centromérica es RAB11FIP3 (chr16:475668-572481), 
que codifica una proteína que interactúa y regula las GTPasas Rab (Figura 4.2).  
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Figura 4.2: Genes delecionados en --
PA
. 
 
En el paciente 819, la deleción se extiende hasta el gen CLCN7 (chr16:1494934-1525085), que 
codifica para el canal de cloruros 7 (Figura 4.3). Esta deleción se pudo visualizar por FISH, pero 
no por técnicas citogenéticas de bandeo. Debido a que el paciente había heredado la deleción -
, de su padre, se estudió la región afectada en la deleción --LU en su madre (fenotípicamente 
normal), con el fin de evaluar si existía una traslocación balanceada o si la deleción se habría 
producido de novo en el paciente. En  sangre periférica, no se encontraron cambios que 
involucraran la región 16p13.3. 
 
 
Figura 4.3: Genes delecionados en --
LU
. 
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En el año 2008, Bezerra y col., en función de los casos reportados, establecieron una región 
crítica del cromosoma 16, en donde se ubicarían el o los genes involucrados en el fenotipo de los 
síndromes de ATR 16, que se extendería desde el gen C1QTNF8 (chr16:1138226-1146244) 
hasta MAPK8IP3 (chr16:1756221-1820318). La deleción --
LU
, abarcaría parte de esa región 
crítica (es menor a los límites informados en bibliografía respecto a otros pacientes con ATR16) 
y el paciente presentó signos compatibles con este cuadro, lo que en teoría permitiría acotar los 
límites de la región comprometida en ATR-16. Sin embargo, la deleción del cromosoma 16 no 
fue la única alteración presentada por este paciente: también se detectaron una deleción terminal, 
arr[hg19]Chr17(17q25.3; 80544855-81057996)x1 de 513.141 pb, y una duplicación terminal, 
arr[hg19]Chr7(7p22.3-p22.1; 130325-3692571)x3, de 3.562.246 pb, que podrían contribuir, o ser 
las responsables, del retraso mental observado y de otras características fenotípicas. Hasta el 
momento no hay referencias clínicas de otros pacientes con estas alteraciones. Ni la deleción de 
17q o la duplicación de 7p se detectaron en sus padres, aunque se estudiaron por MLPA, por lo 
que podrían existir traslocaciones balanceadas. Este caso demuestra la importancia de la 
búsqueda de deleciones crípticas en pacientes con retraso mental y reitera la necesidad del 
estudio molecular en pacientes en los que el retraso se presente con anemia microcítica e 
hipocrómica con niveles de hierro normales. 
 
En las familias tipificadas, las mutaciones puntuales representaron el 8,5% del defecto genético 
responsable (se detectaron en 13 pacientes de 11 familias).  
En el gen HBA2 se detectaron 2 de las mutaciones puntuales más frecuentes en la región de la 
cuenca del Mediterráneo (αIVSI(-5nt)α y αNcoIα) y una variante rara de secuencia, 
HBA2:c.*107A>G, presente en población de ascendencia italiana. No se detectaron mutaciones 
anti sentido, como la Hb Icaria, frecuente en población Mediterránea, o la Hb Constant Spring, la 
más frecuente en población asiática.  
En 3 familias se detectó la variante patchwork α212, un gen híbrido de HBA2 y HBA1. En 2 de 
ellas, esta variante se encontró en trans a mutaciones α-tal, que explicarían los fenotipos 
hematológicos presentados por los portadores. En la familia restante, esta variante se detectó en 
un padre (muestra 97a) y su hija (muestra 823), argentinos de ascendencia italiana, con 
parámetros hematológicos compatibles con α+-tal. Pese a haberse detectado previamente en 
individuos con microcitosis leves, este gen híbrido no sería responsable del fenotipo observado: 
la región intrónica alterada no afectaría la estabilidad del ARNm, ya que los portadores de la 
deleción -α, poseen un gen de fusión HBA2/HBA1, con  la región intrónica de HBA1 (e 
inclusive la región 3' UTR), que se expresa en niveles similares al gen HBA2. Las diferencias en 
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los niveles de expresión entre HBA2 y HBA1 no dependen de variaciones en su secuencia sino en 
la distancia que las separa del locus regulatorio MCS-R2: al estar HBA2 más cerca que HBA1, se 
expresa en una tasa mayor. Por este motivo es que las mutaciones puntuales en HBA2 presentan 
un efecto α-tal más pronunciado que la deleción de este gen, donde HBA1 se acerca al HS-40 y 
aumenta su tasa transcripcional.  
 
En 3 familias, se detectaron mutaciones -tal nóveles en HBA1: una transversión que afecta el 
sitio aceptor de splicing del intrón 2 (HBA1:c.301-2A>T) y 2 deleciones de 1 base en región 
codificante, que provocan corrimiento del marco de lectura y la aparición de codones de 
terminación de la traducción prematuros (HBA1:c.187delG y HBA1:c.237delC). En la 
bibliografía está descripto que son más frecuentes las mutaciones α-tal en HBA2 respecto a 
HBA1. Los resultados obtenidos resaltan la importancia de secuenciar ambos genes en los 
pacientes en los que se descartaron las mutaciones más frecuentes. 
Se espera que uno de los aspectos en los que este trabajo resulte un aporte útil a la comunidad 
médica, sea en la elaboración de perfiles de portadores de mutaciones α-tal. Durante el 
transcurso de esta tesis se procesaron más de 100 muestras para las que se había solicitado 
"descartar la existencia de α-tal" (no informadas en resultados) que no poseían índices 
hematimétricos compatibles con α-tal. A partir de los resultados positivos y negativos se 
concluye que para sospechar la presencia de estas mutaciones, los pacientes deben presentar: 
recuento de GR mayor a 4,5 10
6
/mm
3
, VCM menor o igual a 80 ƒl, HCM menor a 27 pg y Hb A2 
menor a 3%. Además, existe una correlación entre las variaciones en los valores hematimétricos 
y las mutaciones presentadas (α+ o α0), que sumado a la ascendencia, debe guiar la búsqueda de 
mutaciones en cada paciente. 
 
Para encarar el estudio de estos cuadros, se enfrentaron distintas dificultades: la primera, fue el 
desconocimiento, dentro de la comunidad médica, acerca del perfil hematológico compatible con 
-tal, que llevó al procesamiento incorrecto de muestras y dificultó el intercambio de 
conocimientos con el laboratorio molecular. En segundo lugar, debe mencionarse la falta de 
estandarización entre distintos laboratorios para la medición de la fracción de Hb A2, y en 
distintas ocasiones, para identificar las bandas con movilidad electroforética anómala. Hubo 
muestras de pacientes que llegaron con valores de Hb A2 repetidos en distintos laboratorios, 
sumamente disímiles (por ejemplo, 1,8 y 3,5%) que llevaron a que se estudie en primera 
instancia el cluster de globina incorrecto. En otro portador, se informó como Hb F una banda que 
correspondió a Hb D, y en una paciente con Hb H, la banda correspondiente a esta fracción, fue 
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informada como una banda X y fue derivada al estudio molecular como una posible 
hemoglobinopatía inestable. En ciertos casos, ingresaron para el estudio de mutaciones -tal 
pacientes portadores de β-tal, en los que la fracción de Hb A2 no alcanzó el 3,5%. Si esta 
fracción es mayor al 3%, se debe comenzar el estudio con la búsqueda de alguna mutación β-tal. 
En el caso de que la Hb A2 fuera inferior al 3%, siempre que los índices hematimétricos sean 
compatibles con tal, deben buscarse mutaciones α-tal, aunque puede haber alguna excepción, que 
en general involucran a mutaciones β-tal de tipo silente, como (-87), que pueden cursar con Hb 
A2 menor al 3%. La última dificultad, fue en el trabajo técnico propiamente dicho: el cluster de 
-globina contiene cajas de homología y alto contenido de GC, lo que dificultó la 
implementación de distintas técnicas (durante el transcurso de este trabajo se intentaron poner a 
punto estrategias de Long-PCR, PCR inversa y Real Time PCR para detectar deleciones y 
duplicaciones en el cluster, sin éxito), así como el diseño de oligonucleótidos (distintos softwares 
de diseño de primers ofrecían pocas opciones para poder amplificar las regiones de interés). 
Además, durante este trabajo se constató que tanto secuencias descriptas en distintos trabajos 
como los primers presentados en la bibliografía, presentaron diferencias respecto a la Secuencia 
de Referencia, que sufrió modificaciones al actualizarse las versiones del Genoma Humano. 
 
4.5 Estudio de modificadores de expresión 
Se estudiaron distintos modificadores de expresión, con el fin de poder interpretar las diferencias 
fenotípicas en pacientes con genotipos similares, y con el objetivo, a futuro, de poder ser 
incorporados en algoritmos diagnósticos y de tratamiento. De hecho, se han comenzado a llevar 
a cabo trabajos retrospectivos, en los que se intenta predecir si pacientes con genotipos 
homocigotas o dobles heterocigotas para mutaciones β-tal, en función de los modificadores 
primarios y secundarios se comportarán como TI o como tal mayor (Danjou y col. 2012;  Badens 
y col. 2011; Banan y col. 2013). Este es el primer trabajo en que se caracterizaron distintos 
modificadores asociados a variación de los niveles de Hb F y se estudiaron el gen KLF1 y 
variantes de secuencia en el gen HAMP en población normal y pacientes afectados en nuestra 
población.  
 
El factor transcripcional KLF1, está implicado en la regulación de un gran número de procesos 
involucrados en el desarrollo y la funcionalidad del eritrocito (Tallack y Perkins 2010; Tallack y 
col. 2012), como la participación en el segundo switch del cluster de β-globina, activando la 
expresión de BCL11A, HBB, y AHSP, la chaperona de las cadenas nacientes de α-globina. En 
función de que distintas variantes de secuencia en este gen se asociaron a distintos fenotipos 
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(Borg y col. 2011), como el grupo sanguíneo In(Lu) (Singleton y col. 2008), anemia 
diseritropoyética congénita de tipo IV (Arnaud y col. 2010), HPFH (Borg y col. 2010; Satta y 
col. 2011; Gallienne y col. 2012) y valores en el límite superior normal de Hb A2 (3,3 a 4,1), en 
pacientes con VCM y HCM normales o ligeramente disminuidos (Perseu y col. 2011), se decidió 
analizar la secuencia de este gen en pacientes con cuadros compatibles a alteraciones en este gen 
y en los afectados con TI en los cuales las mutaciones en HBB y el genotipo HBA no resultaban 
suficientes para explicar el fenotipo observado. 
Los trabajos reportados en la bibliografía estudiaron principalmente, las regiones codificantes del 
gen y los bordes exón-intrón. Se encuentra reportada una única mutación en la región promotora 
de este gen en Ithanet: KLF1:c.-154 C>T (dbSNP: rs372651309), de la cual no se halla reportada 
su frecuencia en el Proyecto 1000 Genomas. La presencia de esta variante en trans con otra 
mutación en KLF1 en un paciente homocigota para Hb E, se asoció a anemia neonatal severa 
dependiente de transfusiones, con anormalidades del eritrocito y con persistencia de Hb F y Hbs 
embrionarias (Viprakasit y col. 2014). Durante este trabajo se identificó la sustitución      
KLF1:c.-148G>A en región promotora; una variante rara de secuencia (con frecuencia en el 
Proyecto 1000 Genomas de 1,58%), que tendría efecto, ya que se verían interrumpidos los sitios 
de unión de distintos factores de transcripción. Se describieron mutaciones que generan codones 
stop prematuros en KLF1, involucradas en la inhibición de la expresión de los antígenos del 
grupo sanguíneo lutheran, en HPFH y en pacientes con valores de Hb A2 borderline. Estas 
mutaciones, disminuyen los niveles del factor transcripcional. El cambio detectado, actuaría 
reduciendo los niveles de ARNm, y en consecuencia, de la proteína sintetizada, y se observó en 
un paciente con valor de Hb A2 de 3,5% que no presentó mutaciones β-tal, por lo que podría ser 
responsable del fenotipo observado. 
 
El otro cambio detectado en KLF1, que de acuerdo a los estudios bioinformáticos, podría llegar a 
tener alguna implicancia clínica, es la sustitución KLF1:c.544T>C (p.Phe182Leu). El 
Evolutionary Trace Report le asignó un score de cobertura de 0,251, (representa la presión 
evolutiva a la que está sometido un residuo: valores más cercanos al 0 implican mayor 
importancia evolutiva). No obstante, en función del análisis con el servidor Jpred3, el cambio 
evaluado no afectaría de manera importante la estructura secundaria. Restaría evaluar, si se 
afectaría la estructura terciaria o la superficie electrostática, cuando se encuentre cristalizada la 
proteína. Mediante el ESEfinder 3.0, se determinó que la sustitución, a nivel del ARNm, 
generaría nuevos sitios enhancer de splicing, aunque el reconocimiento de los sitios normales no 
se vería alterado de acuerdo al análisis con NNSPLICE 0.9. Recientemente se detectó que, en 
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estadíos inmaduros de la diferenciación del eritrocito murino, se expresa en bajos niveles, una 
forma de menor peso molecular de KLF1 sin actividad biológica, producto de exon skipping del 
exón 2 (Yien y col. 2014). Esta forma es capaz de competir con la isoforma mayoritaria que 
contiene los aminoácidos codificados por los 3 exones, en determinados promotores, como el del 
gen AHSP. Si la presencia de esta variante fuese capaz de inducir, en algunos transcriptos al 
menos, el splicing alternativo con la pérdida del exón 2, podría afectarse la funcionalidad de este 
factor transcripcional.  
 
Por otro lado, se estudiaron 3 SNPs que mapean en loci asociados a variaciones en los niveles de 
Hb F, por lo que actuarían como modificadores secundarios tanto en las formas severas tal, como 
en los síndromes drepanocíticos. 
El primero, rs7482144 (HBG2:c.-211C>T), en la región promotora de HBG2,  fue una de las 
primeras variantes de secuencia  en estudiarse en pacientes afectados con niveles incrementados 
de Hb F (el alelo T se encuentra presente en los haplotipos de Hb S Senegal y Asiático, que se 
asocian con cursos clínicos más leves y mayores niveles de Hb F) y resultó una de las más 
extensamente analizadas (Gilman y Huisman 1985). A pesar de que RegulomeDB asignó un 
valor de 4 a esta variante (existen evidencias mínimas de que se afectaría la unión de factores de 
transcripción, en este caso por alteraciones en la estructura de la cromatina y modificaciones de 
histonas), en el año 2010, Galarneau y col, reevaluaron el rol de este polimorfismo y 
concluyeron que no estaría implicado por sí mismo en el incremento de Hb F, si no que estaría 
asociado a otras variantes responsables corriente abajo a HBG1 (como rs10128556). Pese a que 
en numerosos trabajos lograron verificar la asociación de este polimorfismo con niveles elevados 
de Hb F (Nguyen y col. 2010; Dadheech y col. 2014, por ejemplo), hubo casos en los que esta 
asociación no pudo comprobarse (Neishabury y col. 2010), al igual que lo ocurrido en nuestra 
población. Existen distintas explicaciones para el resultado obtenido: la primera, es el tamaño de 
la muestra utilizada, que fue relativamente pequeño (n=125). En segunda instancia, existe la 
posibilidad de que al no ser la variante por sí misma la que ejerce el efecto protector, puede 
ocurrir que el SNP estudiado, en nuestra población, no se encuentre en desequilibrio de 
ligamiento con la variante efectora. Por último, debe considerarse que la gran mayoría de los 
estudios para este SNP se realizaron en pacientes sometidos a stress hematopoyético severo, 
como Hb S en homocigosis (Lettre y col. 2008), pudiéndose verificar la asociación al aumento 
de Hb F principalmente en estas condiciones, en la que diferencias sutiles son más visibles, 
mientras que las muestras estudiadas en nuestra población pertenecían a individuos sanos o 
portadores talasémicos (no sometidos a stress hematopoyético severo).  
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El segundo SNP estudiado fue rs4895441  (NC_000006.12:g.135105435A>G), ubicado en la 
región intergénica de HBS1L y MYB, dentro del segundo bloque de polimorfismos en 
desequilibrio de ligamiento (HMIP-2), en europeos y asiáticos. Esta región está implicada, por 
medio de interacciones de largo alcance, en la regulación de la expresión del factor de 
transcripcional MYB (Stadhouders y col. 2013), que está implicado en la regulación de la 
cinética de maduración del eritrocito, por lo que, variantes que alteran su expresión, se asociaron 
a variaciones en distintos parámetros hematimétricos, como el Rto. de GR, niveles de Hb, Hto., 
VCM, HCM, CHCM y los niveles de Hb A2 y Hb F. En el último caso, uno de los mecanismos 
por los cuales este factor ejercería su efecto, sería mediando la activación de la transcripción de 
KLF1. Se seleccionó el SNP rs489441 para su caracterización en nuestra población porque fue 
una de las variantes que presentó una asociación más fuerte con distintos parámetros en distintos 
estudios, en particular con niveles elevados de Hb F en pacientes con formas β-tal severas y 
anemia falciforme (Uda y col. 2008; Lettre y col. 2008). El estudio llevado a cabo por 
Stadhouders y col. (2013), a partir de ensayos de ChIP, footprinting, hipersensibilidad a DNasaI 
y y captura de conformación del cromosoma (3C), propone que 5 de los polimorfismos ubicados 
en el HMIP-2 (incluyendo un indel de 3pb, rs66650371), son los que presentan marcas tanto de 
sitios enhancer de la transcripción como de blancos de unión de factores de transcripción. Este 
grupo no incluiría a rs489441, analizado en este trabajo. Sin embargo, RegulomeDB le adjudicó 
un puntaje de 1f, que implica que posiblemente afecte la unión de factores de transcripción y se 
vincule a la expresión de un gen blanco. Para obtener este puntaje se consideraron resultados de 
los distintos estudios de asociación que aportan información sobre este SNP, y de los proyectos 
ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) y REMC (Roadmap Epigenomics Mapping 
Consortium), llevados adelante por el NIH. En nuestra población, pudo probarse la asociación de 
este SNP con niveles de Hb F mayores al 2% en población no sometida a stress hematopoyético. 
 
La última variante de secuencia seleccionada fue rs11886868 (BCL11A:c.386-24278G>A), 
ubicado en el intrón 2 de BCL11A. De los marcadores que mapean en este locus, este SNP es uno 
de los más estudiados en pacientes con β-tal, de hecho, se observó su asociación con la 
atenuación del fenotipo en pacientes de la región de Cerdeña homocigotas para Cd 39 (Galanello 
y col. 2009) y se utilizó en algoritmos diseñados para intentar predecir el curso clínico en 
pacientes con genotipo de tal mayor (Badens y col. 2011; Banan y col. 2013). El intento de 
estudiar su asociación con niveles de Hb F en nuestro medio se vio frustrado, al no comprobarse 
la población en equilibrio de Hardy-Weinberg. Frente a este resultado, quizás lo más interesante 
resulte analizar las causas que lo puedan explicar. Existen distintos factores que pueden alterar 
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este equilibrio, por ejemplo endogamia, estratificación de la población (que, en definitiva, es 
consecuencia de apareamientos no aleatorios), selección natural de uno de los alelos, o puede ser 
un síntoma de asociación del marcador con alguna característica o enfermedad (Balding 2006). 
La causa parecería ser último caso, dada la evidencia proporcionada por los distintos estudios de 
GWAS que asociaron este SNP con valores aumentados de Hb F (Uda y col. 2008).  
 
La sobrecarga de hierro es una de las mayores causas de morbilidad en los pacientes con formas 
severas de tal, y en congresos internacionales de hematología, se describió la asociación de β-tal 
con hemocromatosis hereditaria. Sin embargo, en distintas poblaciones no se detectó la variante 
C282Y de HFE  con mayor frecuencia en pacientes con tal que en población control (Agarwal y 
col. 2007; Ünal y col. 2014). 
Como otro elemento implicado en la sobrecarga de hierro, se estudió la región promotora del gen 
HAMP. Mientras que mutaciones con cambio de sentido y sin sentido en este gen, se asocian a 
una forma severa de hemocromatosis hereditaria (hemocromatosis juvenil de tipo 2B), 
alteraciones en la región promotora, podrían disminuir la expresión de este péptido regulador, lo 
que podría conducir a otras formas de sobrecarga de hierro. Se caracterizaron por primera vez en 
nuestra población los polimorfismos rs10421768 (HAMP:c.-582 A>G) y rs142126068 
(HAMP:c.-153 C>T). El primero, afecta una de las 4 cajas E  (secuencia canónica: CACGTG) de 
la región promotora. Estudios de esta sustitución in vitro, mostraron que la diferencia máxima de 
expresión entre el alelo mayoritario (A) y el minoritario (G) es del 20%, lo que implicaría que, in 
vivo, en condiciones normales, el efecto sería despreciable (Parajes y col. 2010). No obstante, en 
condiciones donde se requiere mayor producción de hepcidina (situaciones de sobrecarga de 
hierro como la hemocromatosis hereditaria, tal mayor y en las NTDT), estas diferencias leves 
pueden ponerse de manifiesto. De hecho, se observó que el alelo G se encuentra 
sobrerrepresentado en individuos que presentaron homo o heterocigosis para la mutación H63D 
en HFE con valores de ferritina mayores a 300 μg/L (Silva y col. 2014). Este SNP también se 
estudió en pacientes con tal mayor, que presentaron aumentos significativos en la concentración 
media de hierro hepático y en la saturación de transferrina (Andreani y col. 2009). Esta variante, 
presentó en individuos controles una frecuencia del 10,78%, por lo que resulta interesante su 
incorporación en pacientes susceptibles a sufrir sobrecarga de hierro, por su rol como 
modificador terciario.  
rs142126068, en cambio, posee un efecto más marcado: la transición C>T en HAMP:c.-153, 
disrumpe un elemento de respuesta a BMP, disminuyendo la actividad transcripcional del 
promotor de HAMP en condiciones basales y alterando la respuesta a IL-6, al impedir que se una 
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el complejo SMAD (1/5/8 y 4) a su sitio blanco (Island y col. 2009). En la mayoría de las 
poblaciones esta variante presenta una frecuencia muy baja (posiblemente por consecuencia de 
su efecto deletéreo), por lo que no se recomienda su búsqueda en forma sistemática en pacientes 
con hemocromatosis o sobrecarga de hierro (Barton y col. 2009), pero sí en pacientes en los que 
no se pueda explicar el origen de la sobrecarga a partir del estudio de HFE (Loreal y col. 2009) o 
en pacientes de poblaciones que presenten frecuencias del alelo minoritario mayores al 1% 
(Parajes y col. 2010). En nuestra población, el alelo T no se detectó en los controles, lo que 
sugeriría que no sería necesario incorporarlo en algoritmos de rutina de diagnóstico molecular de 
las sobrecargas de hierro, aunque sería conveniente aumentar el número de muestras estudiado 
para determinar su frecuencia. De todos modos, con el fin de encontrar diferencias en la 
sobrecarga de hierro en los pacientes con NTDT, se estudió este SNP en los pacientes con TI y 
enfermedad de Hb H, sin encontrar la el alelo minoritario en ninguno. 
 
4.6 Estudio de las bases moleculares de las TI 
El estudio de las TI es complejo, ya que requiere un abordaje multigénico, que incluye 
mutaciones de base en el gen HBB y el análisis de modificadores secundarios que permitan 
explicar el desbalance de cadenas α:no-α que conduce a un curso clínico intermedio entre un 
portador y una tal mayor. Un aspecto que agrega complejidad, es que, pacientes que presentan el 
mismo genotipo, pueden presentar fenotipos de distinta gravedad.  
En este trabajo, se encaró un análisis sistemático que incluyó distintos loci candidatos para tratar 
de determinar las bases moleculares, esperando que en un futuro, el estudio de estos 
modificadores contribuya a predecir con mayor precisión la evolución clínica de los afectados. 
La causa más frecuente de TI en nuestra población resultó la asociación de una mutación β-tal en 
estado heterocigota con un alelo con al menos una copia extra de genes HBA, en particular con el 
alelo αααanti3,7, aunque también se halló la asociación con 2 alelos con duplicaciones más 
extensas del cluster α (alelos αααα). Es importante destacar 2 aspectos de hallazgo:  
-el primero es a nivel del asesoramiento genético familiar donde debe tenerse en cuenta que el 
modo de herencia de este cuadro es distinto a las TI por 2 mutaciones β-tal. La combinación de 
alteraciones en distintos clusters permite que el fenotipo de TI pueda ser transmitido de padres a 
hijos, ya que al ubicarse las alteraciones en distintos cromosomas, pueden generarse gametas que 
porten ambas mutaciones, mientras que en el caso de 2 mutaciones β-tal, cada gameta tendrá sólo 
una mutación y los hijos del paciente serán portadores β-tal, pero no presentarán fenotipo de TI. 
En la Figura 4.4 se esquematizan estos conceptos. 
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Figura 4.4: Herencia de las TI causadas por genotipos homocigotas o dobles heterocigotas para 
mutaciones β-tal en el cromosoma 11 y para las que presentan combinación de mutaciones β-tal 
heterocigotas con un factor agravante, como copias extra de genes codificantes de cadenas de α-globina, 
en el cromosoma 16. 
 
-el segundo es a nivel poblacional: se detectaron 3 alelos αααanti3,7 en el análisis de 100 
cromosomas del grupo control, y no fue posible confeccionar un perfil hematológico en las 
familias portadoras de esta alteración, al igual que ocurrió en otras poblaciones (Giordano y col. 
2009). En definitiva, al ser un alelo silencioso, y con 3% de frecuencia, debería plantearse el 
debate de modificar el asesoramiento genético familiar, en caso de existencia de un portador β-
tal en una pareja: ¿debe incorporarse la detección del alelo αααanti3,7 en la pareja? Ante un 
resultado positivo, ¿qué conducta sería conveniente adoptar? Son preguntas válidas, que 
requieren, un intercambio que involucre a médicos hematólogos y genetistas.  
De hecho, 2 pacientes adultos en los que se detectó la asociación de una mutación β-tal en 
heterocigosis (en uno Cd 39 y en el otro Int 1-1) con el alelo αααanti3,7 no se comportaron como 
TI, aunque presentaron alteraciones de los parámetros hematológicos más pronunciadas que los 
portadores de mutaciones de tipo β0 (paciente 638: GR:5,82 1012/l, Hb:10,9 g/dl, VCM: 57 ƒl, 
HCM: 19 pg; paciente 984: Hb: 11,2 g/dl, VCM: 55 ƒl, HCM: 18,3 pg). Es posible que existan 
factores atenuadores adicionales en estos pacientes (no presentaron homocigosis para los alelos 
protectores de los distintos loci asociados a la variación de Hb F) que disminuyan el desbalance 
de cadenas de globina.  
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Otros grupos de Argentina informaron una presentación clínica más leve que la TI para el 
genotipo β-tal / αααanti3,7 (Pepe y col. 2014 y Bragos y col. 2003). En ambos casos, hacen 
referencia a pacientes pediátricos. Debería evaluarse su evolución, ya que las TI, suelen 
manifestarse a partir de la adolescencia. 
La población estudiada incluyó 3 pacientes pediátricos con diagnóstico de TI: la paciente 1000, 
que presentó el genotipo Int 1-6 / Int 1- 110 y las hermanas 256 y 321, con la asociación de Cd 
39 y alelo αααα. Es posible que, al poseer la duplicación completa del cluster α (incluida la 
región enhancer) la cadenas de α-globina se expresen en mayores niveles que en pacientes que 
poseen en total 5 copias de genes HBA,  lo  que explicarían la presentación temprana.  
 
Además del análisis del cluster de α-globina como modificador secundario, se implementó en los 
pacientes, la genotipificación de distintos SNPs asociados a variación en los niveles de Hb F 
como factores atenuadores del curso clínico. Como ya se hizo mención durante la discusión de 
esta tesis, estos marcadores se incorporaron hasta el momento en 5 trabajos (Galanello y col. 
2009; Badens y col. 2011; Danjou y col. 2012; Banan y col. 2013; Danjou y col. 2014) como 
criterios para intentar predecir el curso clínico de las tal en pacientes con genotipos compatibles 
con tal mayor, como fue el caso con pacientes con TI 376, 578 y 603. Es importante, establecer 
el diagnóstico diferencial entre TI y tal mayor para determinar el tratamiento del paciente: 
mientras que en la tal mayor se implementará un régimen transfusional, esta medida intenta 
evitarse en las TI (Karimi y col. 2014). 
Es interesante que los trabajos publicados que correlacionan características clínicas (severidad 
del cuadro, edad de la primera transfusión) con los genotipos de HBB, HBA y distintos 
marcadores en los loci asociados a variación en los niveles de Hb F, no incorporan como 
parámetro, los niveles de Hb F.  De los 3 pacientes con genotipo de tal mayor y curso clínico de 
TI, en 2 se descartó la presencia de deleciones α-tal que atenuaran el desbalance de cadenas por 
MLPA, se estudió la región promotora de HBG2 en búsqueda de variantes de secuencia que 
dieran lugar a cuadros de HPFH, se secuenció el gen KLF1 y se genotipificaron los marcadores 
asociados a variación de los niveles de Hb F rs7482144, rs4895441 y rs11886868.  El paciente 
376 (Cd 39 / Cd 39) presentó homocigosis del alelo protector de rs11886868. En un estudio 
realizado en pacientes homocigotas para Cd 39 en la isla de Cerdeña, este marcador, ubicado en 
el intrón 2 de BCL11A fue el que presentó mayor efecto atenuador del fenotipo, comparado con 
mutaciones α-tal y el SNP rs9389268 en HMIP-2 (Galanello y col. 2009).  
La paciente 603 a pesar de tener un genotipo compatible con tal mayor (Int 1- 110 / Cd 39), no 
requirió transfusiones hasta edad adulta.  La causa más probable de este comportamiento serían 
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los altos niveles de Hb F (98%) que atenuarían el desbalance de cadenas α:no-α. Es posible que 
la presencia de 2 alelos de protección en homocigosis para los loci rs11886868 y rs4895441 
contribuya en la la producción exacerbada de cadenas de γ-globina. La secuenciación de KLF1 
en esta paciente reveló la presencia de las variantes de secuencia KLF1:c.544T>C y de 
KLF1:c.304T>C, ambas en estado heterocigota. El efecto del cambio en c.544  todavía debe 
probarse.  
Uno de los portadores severos, la paciente 983 (Hb: 9,6 g/dl, VCM: 56 ƒl, HCM: 18,3 pg), 
presentó la mutación Int 1-1 en heterocigosis, las mismas variantes de secuencia que 603 en 
KLF1 y los mismos genotipos para los loci asociados a variación de los niveles de Hb F, pero 
con Hb F menor al 2%. Es posible que la paciente presente alguna otra mutación que aumente el 
desbalance de cadenas, no detectada hasta el momento y que estas variantes, que alteran los 
niveles de BCL11A y MYB, puedan atenuar el fenotipo por mecanismos alternativos. Otro 
paciente con fenotipo de portador severo, 282 (VCM: 58 ƒl), no presentó homocigosis para los 
alelos de protección en ninguno de los loci estudiados, aunque sí presentó el cambio 
KLF1:c.544T>C en heterocigosis.  
 
En un grupo de pacientes con TI, en los que sólo se halló una única mutación β-tal en estado 
heterocigota y genotipo de α-globina normal, y en la paciente con alelo αααanti3,7 y secuencia del 
gen HBB normal homocigota, falta hallar la segunda mutación que justifique el cuadro.  
 
Los marcadores asociados a variación de los niveles de Hb F no sólo se utilizan para el 
diagnóstico de los pacientes; sino que su determinación también puede impactar sobre el 
tratamiento: distintos estudios miden la respuesta a hidroxiurea y establecen correlaciones con 
los genotipos para los distintos loci. Se describieron como predictores de respuesta positiva al 
tratamiento con hidroxiurea: homocigosis del alelo de protección T para rs7482144 (HBG2:c.-
211C>T) y distintos polimorfismos en BCL11A (Yavarian y col. 2004; Italia y col. 2009; Banan 
y col. 2012; Banan 2013). 
 
Por último, se estudiaron en los pacientes con TI, las variantes en el promotor del gen HAMP.  
Las hermanas 256 y 321 (genotipo: Cd 39 / αααα), presentaron distinto curso clínico y distinta 
tendencia a la sobrecarga de Fe. La paciente 321, con parámetros compatibles con sobrecarga de 
hierro, presentó el alelo predisponente (G) de rs10421768 en homocigosis, mientras que su 
hermana presentó heterocigosis (G/A) para este locus. Este resultado aportaría evidencias para 
explicar, al menos parcialmente, la distinta tendencia a la sobrecarga de hierro. Es posible que 
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pequeñas variaciones en los niveles de hepcidina en este grupo de pacientes (por disrupción del 
uno de los 4 motivos  caja E por el alelo G), en los que de por sí su síntesis se encuentra inhibida, 
pueda repercutir en el grado de absorción de hierro. Ninguno de los pacientes presentó la 
variante predisponente a sobrecarga para el SNP rs142126068. 
Actualmente existen esquemas para la vigilancia y el tratamiento de la sobrecarga de hierro en 
pacientes con TI: la Thalassaemia International Federation (TIF) recomienda que, a partir de los 
10 años, se evalúe la sobrecarga de hierro por medición de la concentración de hierro hepático 
(LIC) cada 1 a 2 años y por medidas de ferritina sérica cada 3 meses (Karimi y col. 2014). La 
terapia de quelación debe implementarse en pacientes mayores a 10 años que hayan alcanzado 
concentraciones de hierro hepáticas mayores o iguales a 5 mg Fe/g de peso seco (Musallam y 
col. 2014). Caracterizar los pacientes con mayor riesgo al promedio de presentar sobrecarga de 
hierro, podría llevar a la implementación de esquemas personalizados.  
 
4.7 Utilización de herramientas bioinformáticas para el análisis de variantes de secuencia 
Las distintas plataformas bioinformáticas diseñadas para evaluar el impacto de variantes de 
secuencia, son herramientas predictivas, por lo que, en principio, brindan el punto de partida para 
nuevos experimentos que validen los resultados obtenidos in silico. Se usan principalmente con 2 
fines:  
-prospectivos, por ejemplo, en la evaluación del impacto de modificaciones en un fármaco en la 
interacción con su receptor, con el fin de optimizar el desarrollo experimental, o probar el efecto 
de mutaciones aún no detectadas sobre el splicing, para probar terapias génicas de exon skipping, 
etcétera) 
-retrospectivos, como se utilizaron en este trabajo, con el objetivo de poder explicar el efecto de 
las variantes detectadas en los pacientes.  
Este trabajo se basó principalmente en la caracterización de mutaciones que afectan la síntesis de 
Hb, que se expresa en sangre periférica, lo que facilita la validación de determinados análisis in 
silico, en función de los fenotipos hematológicos de los pacientes. 
Se analizaron sustituciones a nivel del ADN, con su impacto sobre el splicing del ARNm, y en el 
caso de provocar un cambio de sentido del aminoácido codificado, se utilizaron herramientas 
para predecir si el cambio podría provocar un efecto patogénico, se evaluó la conservación en 
proteínas ortólogas, la repercusión del cambio en la estructura secundaria, y en caso de 
alteraciones en la cadena de β-globina, al contar con un templado adecuado (Hb A cristalizada), 
se estudiaron cambios en la estabilidad del péptido mutante. También se analizó el impacto de 
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los de indels que generaron variantes elongadas de β-globina en la estructura del polipéptido y la 
formación de los dímeros y tetrámeros de globina.   
A continuación, se analizan las estrategias utilizadas y los resultados obtenidos: 
 
 Plataformas para análisis de alteraciones en el splicing 
El splicing de los transcriptos primarios es uno de los procesos fundamentales para la 
maduración del ARNm y la producción de una proteína funcional. Las secuencias dadoras y 
aceptoras de splicing, ubicados en los extremos 5' y 3' del intrón, el punto de ramificación y el 
tracto de polipirimidinas son clave para que las proteínas que componen el spliceosoma 
reconozcan los bordes exón-intrón. Existen otras estructuras en cis, tanto a nivel exónico como 
intrónico, que contribuyen en la señalización y que estimulan o aplacan el proceso, modulando 
tanto el splicing constitutivo como alternativos: enhancers exónicos (ESEs), silencers exónicos 
(ESSs), enhancers intrónicos (ISEs) y silencers intrónicos (ISSs).  
Los ESE son reconocidos por miembros de la familia proteínas ricas en serina/arginina (SR), que 
actúan como factores generales de splicing y como reguladores del splicing alternativo. Las 
proteínas SR, al unirse a los ESE, reclutan la maquinaria de splicing por medio de su dominio C-
terminal enriquecido en dipéptidos arginina/serina y/o antagonizan con los elementos 
silenciadores (Wang y col. 2014). 
El ESEfinder 3.0 es una plataforma on-line diseñada para el análisis de secuencias exónicas con 
el fin de identificar ESEs putativos, blancos de las proteínas SR humanas SF2/ASF, SC35, 
SRp40 y SRp55, usando el método SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential 
Enrichment). El programa asigna puntajes a la secuencia ingresada en función de cómo se ajusta 
a los sitios consenso de unión y establece valores umbrales para determinar los sitios blancos 
para cada proteína, y aunque éstos son arbitrarios, están basados tanto en análisis estadísticos 
como en datos empíricos. Los resultados obtenidos por esta plataforma deben relativizarse, ya 
que no toman en cuenta necesariamente el entorno nativo de la proteína: sitios blancos de ESEs 
cercanos entre sí pueden competir, impidiendo que se unan ambas proteínas SR 
simultáneamente, o un elemento silenciador cercano puede inhibir la unión de la proteína. Por 
otro lado, deben considerarse que existen otras proteínas SR cuyas secuencias blanco no fueron 
identificadas hasta el momento, lo que puede llevar a resultados falsos negativos. Otro punto a 
tener en cuenta de los resultados ofrecidos por el programa es su interpretación: la pérdida o 
ganancia de sitios ESE, ¿necesariamente acarrea un efecto deletéreo?. Actualmente, no hay 
manera de predecirlo. En general, ante un resultado de alteración de sitios ESE, se intenta 
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obtener evidencia adicional de efectos del cambio sobre el splicing para plantear estudios in vitro 
o in vivo.  
El NNSPLICE versión 0.9, utiliza un método de aprendizaje automático (machine learning) 
basado en redes neuronales; es capaz de identificar  patrones en la secuencia a partir del 
entrenamiento con señales reales de splicing (Houdayer 2011). 
Ciertas consideraciones deben tenerse en cuenta para su utilización e interpretación de los 
resultados: este sitio (y otros que predicen secuencias dadoras y aceptoras de splicing) utilizan 
valores umbral consenso para hacer las predicciones. Este valor puede no ser el adecuado para el 
análisis del gen de interés. Se postuló que sería beneficioso determinar el valor umbral particular 
para cada gen involucrado en las distintas patologías. Por ejemplo, a partir del análisis con este 
programa de mutaciones involucradas en retinoblastoma que provocan exon skipping, se 
determinó que para evitar falsos negativos, debería reducirse el valor de corte a un 10% 
(Houdayer y col. 2008). 
Otro aspecto a considerar, es que los programas predictores de alteraciones en el splicing,  no 
brindan información sobre la cantidad de transcriptos que en los que se van a reconocer sitios 
anómalos o si puede producirse un desequilibrio entre las isoformas de ARNm que naturalmente 
presentan splicing alternativo, que también puede repercutir en la severidad de una variante. 
Con el ESEfinder 3.0, se detectaron alteraciones de sitios ESE para 2 SNPs en HBB: 
rs33958637 (HBB: c.325A>T) y rs113082294 (HBB:c.402G>C) (en ambos se predice la 
creación de un nuevo sitio de unión para SRSF6) y rs2072596 (KLF1:c.544T>C), en KLF1 
(generaría sitios blancos para SRSF1 y SRSF5 y alteraría un sitio de reconocimiento para 
SRSF2).  Ninguno de estos cambios provocó alteraciones al analizarse con el NNSPLICE 
versión 0.9, con los valores de punto de corte por defecto. Considerando que el transcripto 
primario de HBB no es sometido a splicing alternativo, y que la modificación de un único sitio 
ESE posiblemente sea insuficiente para alterar el reconocimiento del spliceosoma de los sitios 
dadores y aceptores constitutivos, posiblemente los polimorfimos detectados no alteren el 
splicing normal. 
Respecto a rs2072596, es posible que, a pesar de alterarse los ESE a nivel local, su efecto no 
pase por crear un sitio críptico de splicing, si no por alterar el balance de isoformas que pueden 
producirse naturalmente de KLF1. El análisis de splicing alternativo en el contexto de la 
estructura tridimensional de distintas proteínas, puso en evidencia que estos eventos ocurren en 
regiones que corresponden a regiones proteicas con estructura secundaria de "random coil" 
(regiones desordenadas) en residuos expuestos, en la superficie de la proteína, preservando la 
integridad de los dominios globulares. (Hegyi y col. 2011). No obstante, según los análisis con 
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IUpred, la sustitución p.F182L no alteraría de manera significativa el desorden intrínseco de la 
proteína ni a nivel local ni en los codones codificados en los bordes del exón 2. 
 
 Plataformas para el estudio de cambios en la estructura proteica 
Existen distintos recursos para evaluar el impacto de un cambio en la estructura aminoacídica de 
un polipéptido o de una proteína. Por lo general, los cambios que alteran la función de la proteína 
tienden a ocurrir en sitios conservados evolutivamente y/o se encuentran en el interior de la 
estructura proteica (Ng y Henikoff 2006). Los cambios pueden tener efectos sutiles o afectar 
drásticamente la función proteica, al alterar la estabilidad de la molécula o alterar su interacción 
con otras moléculas. Las mutaciones con este último efecto, en general, ocurren en la superficie 
de la molécula (Laskowski y Thornton 2008). Cambios en la estructura proteica también pueden 
determinar uniones inapropiadas a otras moléculas, provocando ganancia de función. 
 
Los SNPs detectados en este trabajo con frecuencia mayor al 1%, se analizaron con las 
plataformas PolyPhen-2 v2.2.2 y Evoultionary Trace Report Maker, que predicen el efecto 
del cambio y asignan un valor de importancia relativa a el o los aminoácidos afectados. En caso 
de obtener un resultado predictivo de efecto dañino, o de importancia a nivel evolutiva del o los 
residuos involucrados, se estudiaron cambios en la estructura secundaria con el algoritmo JNET, 
y, en la estructura tridimensional, con FoldX 3.0 Beta3, y el visualizador YASARA Versión 
12.10.39, en la medida de contar con la proteína cristalizada. Las sustituciones detectadas en el 
gen HBB, involucradas en la producción de Hb inestables, se analizaron con FoldX 3.0 Beta3, 
mientras de las cadenas β-globina elongadas, producto de indels, se analizaron con una rutina 
más completa y compleja, que incluyó el análisis de las características fisicoquímicas de la 
molécula, predicción de la estructura secundaria con PSIPRED, estudio del desorden intrínseco 
con IUpred, modelado de la estructura terciaria con I-Tasser y, con estrategia ab-initio, con 
Quark y Robetta, la evaluación energética de los modelos con ProsaII; además se analizaron 
interacciones involucradas en la estabilización de las cadenas de globina alteradas: se analizó la 
interacción con las cadenas de α-globina por mutagénesis simulada a alanina (alanine scanning 
mutagenesis) con la rutina correspondiente del Robetta y se evaluaron las interacciones 
involucradas con el ion hierro. 
 
PolyPhen-2 v2.2.2, integra información de la conservación aminoacídica, alteraciones en la 
estructura tridimensional de la molécula y anotaciones disponibles en SWISS-PROT. Para 
asignar el puntaje al cambio, simula distintas sustituciones del aminoácido presente el 
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polipéptido wild-type, utilizando un clasificador probabilístico basado en métodos de aprendizaje 
automático. Debe tenerse cuidado, sobre todo, al interpretarel efecto de cambios en la superficie 
proteica, ya que muchas veces se determina la estructura de la proteína aislada, en el contexto del 
cristal, sin considerar interacciones supramoleculares (Ng y Henikoff 2006). Por ejemplo, la 
sustitución glutámico>valina en el codón 6 de la cadena de β-globina (Hb S), es interpretada 
como un cambio benigno (Figura 4.5); sin embargo, el fenotipo demuestra lo contrario. 
 
 
Figura 4.5: Resultado obtenido por PolyPhen-2 para la mutación en β-globina E6V. 
 
También debe tenerse en cuenta, que cuando no existe la estructura cristalizada de la proteína, 
los análisis son hechos en base a homólogos. Cuánto más lejana sea la relación con el homólogo 
(y menor sea la identidad de secuencia), más va a sufrir la precisión de la predicción. 
El programa estableció puntos de corte diferentes para calificar las mutaciones como 
posiblemente o probablemente dañinas para los modelos HumDiv y HumVar, en función de las 
tasas de falsos positivos. Para HumDiv los puntos de corte son 10% y 5% y para HumVar, 10% 
y 20%. Sólo el SNP rs2072596 (KLF1:c.544T>C) superó este valor umbral, para el modelo 
HumVar. Es interesante resaltar que tanto este programa, como el Evolutionary Trace Report 
Maker, no utilizan la secuencia de ADN o del ARNm para hacer sus predicciones, por lo que el 
resultado de estos programas, a priori no reflejaría si este cambio es capaz de provocar 
alteraciones en el proceso de splicing, a excepción de que la región en el ADN esté sometida a 
tanta presión evolutiva que se haya conservado en distintas especies, lo que hubiera repercutido 
en la secuencia proteica conservada.  
El Evolutionary Trace Report Maker toma en cuenta la presión evolutiva en cada posición de 
la secuencia proteica y clasifica los aminoácidos en función de su importancia evolutiva 
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(Mooney y col. 2011). Esta plataforma, al confirmar la importancia de la fenilalanina en el codón 
182 de KLF1 que se sustituye por leucina como resultado del SNP rs2072596, reforzó el 
resultado obtenido con Polyphen-2.  
Con este programa también se analizó la importancia de los aminoácidos delecionados en las Hb 
Tavapy y Hb JC-Paz, con el fin de interpretar el fenotipo de tal dominante Al analizar las 
mutaciones reportadas en bases de datos, se confirmó la importancia de la valina del codón 60 
que se pierde en Hb Tavapy y de la valina 11 en la Hb JC-Paz. Esta última está involucrada en la 
estabilización del grupo hemo en el bolsillo hidrofóbico de la cadena de β-globina. Además, es 
probable que, la pérdida de los aminoácidos en ambos casos, lleve a reacomodamientos de la 
estructura tridimensional de la proteína que contribuyan a la hipersinestabilidad de las cadenas 
de β-globina alteradas. 
 
Existen distintas plataformas para analizar cambios en la estructura de las proteínas, tanto a nivel 
de la estructura secundaria, como terciaria y cuaternaria. 
Para la determinación de estructura secundaria, se utilizaron Jpred 3 (que utiliza el algoritmo 
JNET) y PSIPRED. Ambas plataformas, hacen predicciones de estructura secundaria y 
accesibilidad al solvente a partir de alineamientos de secuencia, creados con PSI-BLAST (o 
ingresados por el usuario alternativamente, en Jpred3). 
Los métodos de modelado pueden clasificarse en 2 grandes grupos: aquellos que utilizan la 
similitud con proteínas de estructura conocida para modelar todo o parte de una proteína de 
interés (comparative o template-based modelling) y los métodos de predicción de novo o ab 
initio, en los que en principio no hay similitud con proteínas de estructura conocida (Mooney y 
col. 2011). Hay proteínas o regiones de proteínas que son incapaces de plegarse en estructuras 
terciarias fijas. Desde hace tiempo se acepta que proteínas intrínsecamente desordenadas pueden 
ser funcionalmente importantes. El servidor IUpred permite predecir el desorden, estimando la 
capacidad del polipéptido de formar contactos estabilizantes (las proteínas intrínsecamente 
desectructuradas no tendrían capacidad de formar suficientes interacciones interresiduos). Este 
análisis se realizó para evaluar la conformación de los fragmentos alterados en las cadenas de 
globina elongadas y se observó que los mismos presentaron estructuras ordenadas. 
Para el modelado de las cadenas de globina elongadas se utilizaron distintas plataformas, con 
distintas estrategias. Por un lado, se utilizó I-Tasser, que es capaz de incorporar múltiples 
templados (provistos por el usuario o seleccionados por el programa) para desarrollar el modelo, 
y con estrategia ab-initio, Quark y Robetta. El modelado de los polipéptidos mutados, su 
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análisis energético y de las interacciones con las cadenas de α-globina y el ion hierro, permitió 
explicar el fenotipo severo observado en los pacientes. 
Se utilizó FoldX 3.0 Beta3 para evaluar los cambios energéticos en la molécula de Hb 
oxigenada, producto de las sustituciones que dan lugar a Hb inestables. Según el manual del 
plugin de FoldX para Yasara, todas las mutaciones que provoquen una variación de energía 
positiva (ΔΔG(cambio) > 0) serían desestabilizantes (teniendo en cuenta el margen de error 0,5 
kcal/mol). En un trabajo de Minutolo y col. (2011) se utiliza como valor umbral 1,6 kcal/mol, en 
función de que corresponde al doble del desvío estándar calculado con FoldX. Siguiendo 
solamente este criterio,  la Hb Agenogi, la Hb St. Etienne y la Hb M-Saskatoon deberían ser 
estables. La Hb Agenogi es una variante con una muy leve repercusión clínica, y el hecho de que 
los portadores presenten un 43% de Hb anómala refuerza el concepto de que esta variante 
prácticamente no presenta inestabilidad.  
Distinto es el caso del análisis de las Hb St. Etienne y Hb M-Saskatoon. En el primer caso, se 
reemplaza la histidina proximal, que interactúa directamente con el ion ferroso del grupo hemo. 
FoldX no permite realizar modelos sobre estructuras reparadas que presenten grupos prostéticos, 
por lo que no permite incorporar en el análisis la pérdida de la interacción con el grupo hemo. En 
la Hb M-Saskatoon, se pierde la histidina distal, que por medio del O2, también interactúa con el 
grupo hemo. Por lo expuesto, los cambios en los que se altere la interacción con algún grupo 
prostético deben interpretarse con recaudo.  
Las variantes que generaron las mayores diferencias de energía fueron las de curso clínico más 
severo (Hb Durham y Hb Southampton, que, al manifestarse en heterocigosis tan floridamente, 
debería considerarse no solo una variante inestable, sino también de herencia dominante). Sin 
embargo, no siempre el valor se correlacionó con la clínica: la Hb Tacoma (ΔΔG=4,92) presentó 
un curso clínico más benigno que la Hb Torino (ΔΔG=2,99), por ejemplo. Esto podría señalar 
que sería mejor correlacionar rangos de valores con los fenotipos y no los valores aislados. 
 
4.8 Hemoglobinopatías: ¿síndromes "monogénicos" y "recesivos"? 
A raíz de lo expuesto durante este trabajo, surge, como mínimo, el debate, de cómo clasificar la 
herencia de los síndromes descriptos. 
Tradicionalmente, estas patologías se clasifican como monogénicas con mutaciones en el gen 
HBB, o alguno de los genes HBA.  
Como se mencionó en la introducción, existen excepciones: mutaciones en ERCC2 y GATA1 
pueden provocar un fenotipo β-tal, aunque en el contexto de fenotipos más complejos, y 
mutaciones en gen ATRX, en el cromosoma X, pueden provocar cuadros de retraso mental con α-
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tal (o de α-tal asociada a síndromes mielodisplásicos, en el caso de tratarse de mutaciones 
adquiridas). 
 
En los síndromes falciformes, siempre la base molecular es la mutación HBB:c.20A>T, que 
puede presentarse en homocigosis (anemia falciforme, una patología monogénica y también 
monoalélica) o en doble heterocigosis, con otras mutaciones en HBB. Es interesante, 
especialmente en el caso de la anemia falciforme, que a pesar de que los afectados presentan las 
mismas mutaciones de base, exhiben un amplio espectro de fenotipos, lo que llevó a plantear que 
se trata de una patología monogénica con un fenotipo poligénico (Driss y col. 2009). Dos de los 
factores involucrados en las variaciones del curso clínico son los niveles de Hb F y la 
coexistencia de mutaciones α-tal. No obstante, estos únicos parámetros resultan insuficientes 
para explicar la variabilidad fenotípica presentada por los enfermos, especialmente en función de 
las complicaciones y variación en la respuesta al tratamiento con hidroxiurea, por lo que se 
llevaron a cabo distintos estudios, tanto de gen candidato, como GWAS, para hallar variantes en 
otros genes que ejercieran efectos protectores o predisponentes para a las distintas 
complicaciones (Steinberg y Sebastiani 2012).  
 
Tanto los cuadros leves (portadores) como severos de α-tal  (enfermedad de Hb H y síndrome de 
hidropesía fetal por Hb Bart), se atribuyen a mutaciones en el cluster de α-globina (a excepción 
de los mencionados en el párrafo anterior). Los portadores presentan fenotipos relativamente 
uniformes, como se describió durante este trabajo, en los que los índices hematimétricos varían 
en función de la cantidad de copias de genes HBA afectadas.  
Los afectados con deleción de las 4 copias de genes HBA, que presentan enfermedad de Hb Bart, 
suelen sufrir muerte intrautrina o al poco tiempo de nacer.  
Hasta el momento, pocos reportes se ocupan de las diferencias del curso clínico de los pacientes 
con enfermedad de Hb H; el principal factor involucrado sería el tipo de mutación α-tal: los 
portadores de mutaciones no delecionales en HBA2 presentan mayor severidad clínica que 
combinación de mutaciones delecionales (se reportaron solo casos por mutaciones en HBA2, 
principalemente Hb Constant Spring, en pacientes de ascendencia del este asiático. En estos 
casos, HBA1, que se expresa normalmente 2 a 3 veces menos que HBA2 (Liebhaber y col. 1986), 
mantiene la misma distancia respecto al MCS-R2, por lo que es incapaz de aumentar su 
expresión para paliar parcialmente el déficit de cadenas α, a diferencia de lo que ocurre en las 
deleciones que remueven HBA2) y las formas más severas pueden volverse completamente 
dependientes de transfusiones, con un fenotipo similar a una β-tal mayor. Hasta el momento hay 
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poca información disponible sobre el rol de otros modificadores de severidad en las α-tal 
(Musallam y col. 2013): la co-existencia de mutaciones β-tal ("rasgo HbH / β-tal"), tendría un rol 
aliviador, por compensación del desbalance de cadenas α:no-α; se especula que otros factores 
que no involucren este mecanismo, podrían estar implicados, como variantes que influencien a la 
actividad proteolítica, la apoptosis, la integridad de la membrana del eritrocito y la actividad de 
la AHSP (Galanello 2012). 
 
En cuanto a las β-tal, se podría argumentar nuevamente que los portadores, al no estar expuestos 
a complicaciones, exhibirían fenotipos uniformes en función de la severidad de la mutación β-tal 
(β+ leves o silentes/ β+  severas/ β0), y que los individuos con tal mayor, presentarían cursos 
clínicos similares, encontrándose predispuestos en mayor o menor grado, a las mismas 
complicaciones, y aunque es cierto que posiblemente existan variantes de secuencia que alteren 
la predisposición a distintas complicaciones en los afectados, la severidad del fenotipo es 
atribuible a las 2 mutaciones  β-tal de base . 
Las TI presentan un panorama distinto: a pesar de que todas necesitan una mutación β-tal en 
HBB de base para manifestarse, un subgrupo de las mismas serían poligénicas (aunque no 
presentan las características de enfermedades complejas), porque requieren mutaciones o 
variantes de secuencia en otros genes para que se desencadene el cuadro (por ejemplo, las TI que 
resultan de una mutación HBB en coexistencia con un número aumentado de copias de genes 
HBA, o las que presentan genotipo compatible con tal mayor pero curso clínico de TI, que 
requieren la contribución de otros genes para atenuar el desbalance de cadenas). Si se suma la 
contribución de otros loci en la predisposición o protección frente a las distintas complicaciones, 
el panorama es aún más complejo.  
 
Por otra parte, se podría argumentar que las hemoglobinopatías no son estrictamente recesivas, 
aún sin incluir en el debate las mutaciones que provocan cuadros de β-tal dominantes o las 
deleciones que provocan ATR-16, que en heterocigosis conducen a cuadros severos. Los 
portadores presentan fenotipos característicos, distintos a los exhibidos por individuos que no 
portan las mutaciones. Más apropiado sería referirse a la herencia recesiva sólo para las formas 
severas. Más allá de que no deben ser los únicos cuadros que en los que al alterarse un sólo alelo 
(1 copia de gen HBB o 1 o 2 de genes HBA) se podría determinar una disminución en la función 
o actividad de la proteína afectada, sí tienen la particularidad de que el efecto se expresa en 
sangre periférica y es relativamente sencillo de poner en evidencia, y de esta manera, detectar 
portadores a nivel del fenotipo. Además, en el caso de la Hb S, la presencia de la mutación 
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HBB:c.20A>T en heterocigosis, se asocia a un mayor riesgo de falciformación por esfuerzo 
físico (exertional sickling) y muerte en individuos que realizan ejercicio físico intenso 
(Flansburg 2014).  
 
4.9 Perspectivas 
A pesar de que la caracterización clínica de las hemoglobinopatías comenzó hace casi 100 años 
(Herrick, 1910; Cooley y Lee, 1925), todavía queda mucho trabajo por hacer, por un lado, para 
facilitar la detección de portadores con el fin de evitar la aparición de las formas de severas a 
través del asesoramiento genético, y, por otra parte, en la búsqueda de estrategias que puedan 
mejorar la morbi-mortalidad de los afectados. 
Las formas severas de las hemoglobinopatías, son los síndromes autosómicos recesivos más 
frecuentes mundialmente, con una incidencia de 350.000 nacidos afectados, anualmente 
(Weatherall 2010). No hay estadísticas oficiales de nuestro país sobre la incidencia de estos 
síndromes; en el año 1975, se llevó a cabo un estudio en 1.000 dadores de sangre masculinos que 
concurrieron al Hospital de Niños “Ricardo Gutierrez” y se detectaron hemoglobinopatías en 19 
(1,36%): 13 correspondieron a tal (Miani y col. 1975). Es posible que este valor esté 
subvaluando algunos síndromes, como la α-tal. Desde entonces, se llevaron a cabo distintos 
estudios para caracterizar las variantes más frecuentes en nuestro medio (Roldán y col. 1997; 
Soria y col. 1997; De Weinstein y col. 1998; Noguera y col. 1999; Rossetti y col. 2004; Lazarte 
y col. 2014).  En el año 2006, el Consejo Ejecutivo de la OMS, instó, entre otras medidas, a que 
los estados miembros "diseñen y apliquen, de modo sistemático, equitativo y eficaz, programas 
nacionales exhaustivos e integrados para la prevención y el manejo de la tal y de otras 
hemoglobinopatías, y refuercen los programas existentes, en los que se incluyan la vigilancia, la 
difusión de información, la concienciación y la detección, y que estén adaptados a sus contextos 
socioeconómicos y culturales específicos, todo ello con el objetivo de reducir la incidencia, la 
morbilidad y la mortalidad de esas enfermedades genéticas".  
Queda mucho camino por recorrer todavía en este aspecto, concientizando a los profesionales de 
la salud y a la sociedad, en general. En distintos países se desarrollaron distintas estrategias para 
la detección de portadores, desde ofrecer la determinación en las escuelas secundarias (en Italia, 
Francia y Canadá), instaurarlo como requisito para el matrimonio en zonas endémicas, como 
Chipre, y mediante la implementación de programas de screening neonatal, en algunos estados 
de Estados Unidos y en algunos países del norte de Europa, como Holanda e Inglaterra. Además 
comenzaron a  desarrollarse programas pilotos en Ghana, Nigeria, Burkina Faso, Camerún, 
Guinea-Bissau, Burundi, Ruanda, la República Democrática del Congo, Sudan, India y Brasil 
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(Bain 2009). La mayor utilidad de estos programas es disminuir la morbilidad que acompaña a 
estos síndromes, particularmente la enfermedad falciforme. Los signos que acompañan a estos 
síndromes comienzan a observarse, en general, después de los 6 meses de vida, cuando se 
evidencia el segundo switch en el cluster de β-globina. Esto permite que durante los primeros 6 
meses de vida se pueda concientizar a las familias, corroborar el genotipo del paciente (y 
marcadores asociados a prognosis) y establecer el tratamiento más adecuado para el paciente 
(Giordano y col. 2014).  
Como consecuencia de los movimientos migratorios, las mutaciones se trasladaron de zonas 
endémicas a regiones donde no está implementada la prevención primaria de estos síndromes, lo 
que lleva a que aún sea alta la incidencia de las formas severas. 
En nuestro país, la incidencia de hemoglobinopatías, hasta el momento, no es tan importante 
como para requerir la implementación de programas de screening neonatal, pero tampoco 
debería ocurrir (como se registró durante el desarrollo de este trabajo) que parejas que buscan 
consejo genético sean mal asesoradas, cuando a partir de un estudio de rutina en el laboratorio 
(hemograma) puede sospecharse la presencia de tal, y con una electroforesis de Hb, pueden 
detectarse un amplio número de variantes estructurales. 
Se espera que la implementación de la detección de las mutaciones β-tal más frecuentes en el 
Laboratorio de Biología Molecular del Hospital General de Agudos “E. Tornú” contribuya a 
detectar portadores y reducir la incidencia de las formas tal severas en el área de la Ciudad de 
Buenos Aires. Es deseable que en el futuro que este servicio pueda extenderse a otros hospitales 
que no forman parte de la Red del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires. Debe considerarse 
que las mutaciones estudiadas actualmente son las más frecuentes en este momento, y 
representan el perfil de mutaciones frecuentes en la cuenca del Mediterráneo.  
Al cambiar la demografía de nuestra población, especialmente con la inmigración del este 
asiático, el perfil de mutaciones β-tal frecuentes puede cambiar, e incluso, puede comenzar a 
detectarse una mayor incidencia de síndromes no detectados durante el desarrollo de este trabajo, 
como la Hb E / β-tal, y enfermedad de Hb Bart. 
A pesar de que las mutaciones puntuales son la causa molecular más frecuente de síndromes β-
tal, queda pendiente la implementación de técnicas para detectar otras deleciones en el cluster de 
β-globina distintas a las que originan la Variante Siciliana o las Hb Lepore.  
Asimismo, sería interesante poder caracterizar con mayor detalle las deleciones y duplicaciones 
en el cluster de α-globina identificadas en este trabajo por MLPA y poder desarrollar técnicas 
más simples y económicas, que faciliten la detección de las deleciones menos frecuentes, como 
PCR-GAP. 
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En este aspecto, se espera que a partir de la evaluación de la relación de los ARNm genes de α- y 
β-globina se pueda medir el desbalance de cadenas, permitiendo orientar en el diagnóstico del 
defecto genético en pacientes en los que no logren detectarse las mutaciones causales. 
 
Por otra parte, se deberían incorporar el estudio de nuevos modificadores capaces de alterar el 
desbalance de cadenas α:no-α en las TI donde aún estudiando múltiples regiones del genoma, 
quedan casos sin resolver; por ejemplo, el polimorfismo rs2071348 
(NG_000007.3:g.54700A>C) en el pseudogen HBBP1, que a partir de un estudio de GWAS del 
año 2009, se asoció a fenotipos menos severos en la Hb E / β-tal y en el año 2012, se asoció con 
mayores niveles de Hb F y mejoría del curso clínico de formas severas de β-tal (Giannopoulou y 
col. 2012), o el estudio de la chaperona de las cadenas de α-globina, AHSP: mutaciones que 
impidan que colabore en un correcto plegamiento de las cadenas y en su incorporación a los 
dímeros con las cadenas β, podrían llevar a un aumento de las cadenas α libres. Hasta el 
momento hay pocos hallazgos de esta clase de mutaciones (Yu y col. 2009; Dos Santos y col. 
2008) aunque se halló un polimorfismo relativamente frecuente, rs4296276 (AHSP:c.1-31G>A) 
(MAF(A)=26,94% en la Fase 1 del Proyecto 1000 Genomas), que mapea en el intrón 1 de este 
gen, en un sitio blanco de Oct-1, un factor transcripcional esencial para la expresión de AHSP 
(Gallagher y col. 2005) y que es capaz de disminuir los niveles de su expresión génica in vitro, 
por lo que podría actuar como un modificador del fenotipo. 
La incorporación de otros SNPs asociados a variación a en los niveles de Hb F en los loci 
reportados y estudios poblaciones y funcionales de variantes en KLF1 también pueden contribuir 
a lograr construir un mapa más preciso de la distribución de estas variantes de secuencia en 
nuestra población, y, eventualmente, si se contase con un número suficiente de muestras, realizar 
estudios de asociación genotipo-fenotipo para poder predecir la presentación clínica en pacientes 
con genotipos compatibles con fenotipos severos. 
Por otra parte, con el fin de ir hacia a una medicina cada vez más personalizada, sería importante 
poder incorporar el estudio de variantes validadas asociadas a distintas complicaciones en los 
síndromes falciformes (Steinberg y Sebastiani 2012) y en la respuesta al tratamiento con 
hidroxiurea. 
Al día de hoy, la única cura definitiva para estos síndromes es el trasplante de médula ósea, con 
el alto riesgo de morbi-mortalidad que conlleva, por lo que adquiere una mayor importancia la 
prevención. No obstante, se están llevando a cabo distintos desarrollos de terapia génica que 
tienen como fin aliviar el fenotipo de estos pacientes. Los estudios que se encuentran en fase 
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clínica se basan en incorporar, ex vivo, una copia de gen HBB en células CD34+ de pacientes con 
tal mayor (Acuto y col. 2014).  
Se están llevando a cabo nuevos desarrollos in vitro, orientados a reactivar la expresión de Hb F, 
por su efecto anti-sickling y por su capacidad de suplir, al menos parcialmente, el déficit de 
cadenas de β-globina.  
A futuro, se espera poder desarrollar terapias en las cuales la integración del vector sea más 
específica o el mismo no se integre y permanezca en forma episomal y poder trabajar con células 
madre reprogramadas del paciente (Dong y col. 2013). Además, in vitro se están desarrollando 
terapias que impactan sobre la carga de hierro en estos pacientes, modulando la expresión o la 
función de la hepcidina (Schmidt y Fleming 2014).  Se espera que el descubrimiento de nuevos 
factores modificadores de estos síndromes amplíe el horizonte para el desarrollo de terapias más 
efectivas y seguras. 
 
4.10 Conclusiones finales 
En el presente trabajo de tesis se  lograron actualizar las bases moleculares de las distintas 
hemoglobinopatías presentes en nuestra población; se caracterizaron distintos polimorfismos, se 
identificaron mutaciones descriptas en bases de datos (algunas observadas por primera vez en 
Argentina) y se detectaron mutaciones nóveles: tanto cambios puntuales como deleciones y 
duplicaciones. 
Se desarrollaron algoritmos diagnósticos para optimizar la búsqueda de las mutaciones causantes 
de estos cuadros y la identificación de portadores, con el fin último de poder proveer adecuado 
asesoramiento genético y reducir la incidencia de las formas severas.  
Asimismo, se confeccionaron perfiles genotipo-fenotipo para las distintas mutaciones, brindando 
nuevas herramientas para los médicos hematólogos. 
Se desarrollaron por primera vez en nuestra población estudios de asociación genotipo-fenotipo 
de distintos marcadores asociados a variación en los niveles de Hb F y se estudiaron los genes 
KLF1, HBD y variantes de secuencia en la región promotora del gen HAMP. 
Por último, se estudiaron distintos modificadores secundarios y terciarios en pacientes con TI y 
síndromes falciformes. Se encontró que la causa más frecuente de TI en nuestro medio es la 
asociación de una mutación β-tal con un alelo con al menos una copia extra de gen HBA, en 
particular con el alelo αααanti3,7, cuya presencia en individuos sin otra alteración de base, no tiene 
habitualmente repercusiones clínicas o bioquímicas. 
En este trabajo de tesis se cumplieron los objetivos planteados. La combinación de distintas 
técnicas de biología molecular y citogenéticas permitió optimizar el diagnóstico de estos 
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síndromes, y el apoyo de las herramientas bioinformáticas contribuyó a explicar los mecanismos 
moleculares implicados en los fenotipos observados en los pacientes. 
Se espera que todos estos conocimientos puedan aplicarse en beneficio de las familias afectadas, 
a través del correcto asesoramiento genético, y de  los pacientes que padecen estos síndromes, 
pudiendo desarrollarse, en el futuro, esquemas de tratamiento personalizados que mejoren su 
calidad y cantidad de vida. 
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ANEXO 1 
 
Soluciones y Medios de Cultivo 
 
2. Purificación de ADN genómico 
 
2.1 Extracción de ADN genómico 
 
EDTA 0,5M: 
EDTA    186,1g 
NaOH      22,5g 
H2O csp 800 ml 
 
Nota: Medir pH (solo puede agragarse NaOH) y llevar a pH= 8. 
 
Tris 10mM – EDTA 10 mM (T10E10) 
EDTA 0,5M 5 ml 
Tris/HCl 1M 10 ml 
H2O  csp 1000 ml 
 
CTAB (Bromuro de cetil hexadecil trimetil amonio C19 H42 N Br) 2%: 
NaCl 3 M 233 ml 
EDTA 0,5 M   20 ml 
Tris 1 M   50 ml 
β- mecaptoetanol     1 ml 
CTAB   10 g 
H2O  csp 500 ml 
 
IAC (Cloroformo: Alcohol isoamílico 24:1 vol.:vol saturado en H2O): 
Cloroformo 24 ml 
Alcohol isoamílico    1 ml 
 
Nota: Saturar en H2O 
 
 
2.2 Determinación de la integridad y semi-cuantificación del ADN genómico 
 
Solución stock de TBE 10X: 
Tris base 108 g 
Ácido Bórico 55 g 
EDTA 0,5M 40 ml 
H2O  csp 1000 ml 
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Solución stock de Bromuro de Etidio (BrEt) (10 mg/ml): 
BrEt 1 g 
H2O de ampolla bidestilada 100 ml 
 
NOTA: el Br. de Etidio es un poderoso mutagénico, manejar siempre con guantes. 
 
Solución de trabajo de bromuro de etidio (100 µg/ml):  
Solución stock de bromuro de etidio (10mg/ml)   100 μl  
H20 de ampolla bidestilada 10 ml 
 
Buffer de siembra 6X: 
Glicerol 30 % (p/v) 300 μl 
Azul de bromofenol (ABF) 0,025 % (p/v) Punta espátula 
H2O de ampolla bidestilada  csp 1 ml 
 
 
 
4. Estudio de variantes de secuencia (mutaciones y polimorfismos) en el cluster de α-globina 
 
4.1 Estudio de deleciones  
4.1.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification  (MLPA) 
 
Tris 10mM – EDTA 1mM (TE) 
 
EDTA 0,5M 0,4 ml 
Tris/HCl 1M (pH=8) 2 ml  
H2O  csp 200 ml 
 
 
 
4.2 Estudio de mutaciones puntuales en los genes HBA 
 
4.2.3 Rastreo de mutaciones puntuales por PCR- Single Strand Conformation Polymorphism 
(SSCP) 
 
Preparado de los geles y acondicionamiento de las muestras 
Solución Stock Acrilamida-Bisacrilamida, Relación 29:1: 
Acrilamida 29 g 
Bisacrilamida 1 g 
H20 csp 100 ml 
 
Nota: Filtrar por nitrocelulosa. Guardar en frasco oscuro en heladera. 
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Buffer de siembra: 
Formamida 10 ml 
EDTA 0,5 M 200 μl 
Azul de Bromofenol 0,05% punta de espátula 
Xilenecianol 0,05% punta de espátula 
 
Revelado 
Solución fijadora 1 Solución de tinción 2 Solución reveladora 3 
Etanol absoluto: 50 ml AgNO3: 0,5 g NaOH 10 N: 18,5 ml 
Ácido acético glacial: 2,5 ml H2O csp 250 mL 
 
Formaldehído:  5 ml 
H2O  csp 500 ml H2O csp 500 ml 
 
5. Caracterización de mutaciones no descriptas previamente  
 
5.1.2 Clonado mediante pGEM
®
-T Easy Vector System en Escherichia coli DH5α 
 
CaCl2 50mM : 
CaCl2(H2O) 0,7351 g 
H2O csp 100 ml 
 
Medio de Cultivo LB (Luria Bertani):  
Triptona 10 g 
Extracto de Levadura 5 g 
NaCl 10 g 
H2O  csp 1000 ml 
 
Nota: Esterilizar en autoclave por vapor de agua a presión. 
 
Medio LB / Ampicilina 
Agregar 100 µl de ampicilina (100 mg/ml) cada 100 ml de medio LB 
 
Medio Sólido LB agar: 
Medio líquido LB 1000 ml 
Agar 15 g 
 
Nota: Esterilizar en autoclave por vapor de agua a presión. 
 
IPTG: 
Solución madre 20 mg/ml de IPTG   60 mg 
H2O bidestilada     3 ml 
 
Nota: Filtrar utilizando membrana de 0,22 µm 
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X-Gal: 
X-Gal 40 mg 
Dimetilformamida  2 ml 
 
Nota: Utilizar recipiente de vidrio o polipropileno 
 
 
7. Impacto de mutaciones en la expresión de los genes HBB y HBA 
 
7.1 Extracción de ARN a partir de sangre periférica  
 
EDTA 5% 
EDTA 5g 
H2O csp 100ml 
 
Buffer de lisis NH4Cl/NH4HCO3: 
NH4Cl 0,144 M 5 ml 
NH4HCO3 0,01 M 5 ml 
H2O  csp 50 ml 
 
 
7.2 Evaluación de la calidad y concentración del ARN 
 
7.2.1 Preparación de geles de agarosa 
 
Buffer MOPS/EDTA: 
MOPS  2,093 g (0,2 M) 
Acetato de sodio 4,42 g (500 mM) 
EDTA 0,5M 10 ml 
H2O  csp 500 ml 
Ajustar pH=7 
 
7.2.2 Preparación, siembra y electroforesis de las muestras en geles de agarosa 
Buffer de siembra: 
Formamida deionizada 0,75 ml 
MOPS 10X 0,15 ml 
Formaldehído 0,24 ml 
Glicerol 0,10 ml 
Azul de bromofenol 10% 0,08 ml 
H2O  0,10 ml 
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ANEXO 2 
 
Secuencias de oligonucleótidos 
 
Amplificación del gen HBB por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HBB1-F Forward CTAAGCCAGTGCCAGAAGAG Rossetti y col. 2010 
HBB2-F Forward CCTGATGCTGTTATGGGCAA Rossetti y col. 2010 
HBBL1 Forward TCATGGCAAGAAAGTGCTC Rossetti 2002 
HBB1-R Reverse CCATCACTAAAGGCACCGAG Rossetti y col. 2010 
HBB2-R Reverse ACGATCCTGAGACTTCCACA Rossetti y col. 2010 
HBBL3 Forward GGGTACAGTTTAGAATGGG Rossetti 2002 
HBBL4 Reverse CCCATTCTAAACTGTACCC Rossetti 2002 
HBB4-F Forward TTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAG Rossetti y col. 2010 
HBB3-F Forward GCCTCTTTGCACCATTCT Rossetti y col. 2010 
HBB3-R Reverse CCCAAGGTTTGAACTAGC Rossetti y col. 2010 
HBB4-R Reverse TAGCTGTTTGCAGCCTCACCTT Rossetti y col. 2010 
 
 
Detección de las mutaciones Cd 39, IVS 1-110 e IVS 1-6 por PCR Real Time y sondas Taqman
® 
 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
Cd 39-F Forward TGGTCTATTTTCCCACCCTTAGG Diseño AP 
Cd 39-R Reverse GATCCCCAAAGGACTCAAAGAA Diseño AP 
IVS1-110-F Forward TGGGTTTCTGATAGGCACTGACT Diseño AP 
IVS1-110-R Reverse GGTAGACCACCAGCAGCCCTAAG Diseño AP 
IVS1-6-F Forward GGTGAACGTGGATGAAGTTGG Diseño AP 
IVS 1-6-R Reverse CTATTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG Diseño AP 
  Sondas (5´FAM > MGB/NFQ3´)  
Cd 39n  FAM-TCTACCCTTGGACCTAG-MGB/NFQ Diseño AP 
Cd 39-mut  VIC-TCTACCCTTGGACCCAG-MGB/NFQ Diseño AP 
IVS1-110-n  FAM-TCTCTGCCTATTAGTC-MGB/NFQ Diseño AP 
IVS1-110-mut  VIC-TCTCTGCCTATTGGTC-MGB/NFQ Diseño AP 
IVS 1-6-n  FAM-AGGTTGGTATCAAG-MGB/NFQ Diseño AP 
IVS 1-6-mut  VIC-AGGTTGGCATCAAGGT-MGB/NFQ Diseño AP 
 
Diseño AP: diseñado con el Programa Primer Design (Applied Biosystem) 
 
 
 
Detección de 
0
-talasemia Variante Siciliana por PCR-GAP 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
Sic-F Forward TGGAATGGAAAGGAAAGTGA Viniou 1994 
Sic-RN Reverse normal AAGTAGGCATTGTGTTCCCA Viniou 1994 
Sic-RM Reverse deleción CCATCCTTTTATTTTGAGCC Viniou 1994 
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Detección de deleciones α-talasémicas por PCR-GAP 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
-
3,7
F Forward CCCCTCGCCAAGTCCACCC Tan y col. 2001 
-
3,7
R Reverse AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG Tan y col. 2001 
-
4,2
F Forward GGTTTACCCATGTGGTGCCTC Tan y col. 2001 
-
4,2
R Reverse CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC Tan y col. 2001 
--
MED
F Forward TACCCTTTGCAAGCACACGTAC Tan y col. 2001 
--
MED
R Reverse TCAATCTCCGACAGCTCCGAC Tan y col. 2001 
-(α)
20,5
F Forward GCCCAACATCCGGAGTACATG Tan y col. 2001 
-(α)
20,5
R Reverse AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG Tan y col. 2001 
--
SEA
F Forward CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC Tan y col. 2001 
--
SEA
R Reverse AGCCCACGTTGTGTTCATGGC Tan y col. 2001 
–
FIL
F Forward TTTAAATGGGCAAAACAGGCCAGG Tan y col. 2001 
–
FIL
R Reverse ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC Tan y col. 2001 
--
SPAN
F Forward AGTCCCAGCATCGCCACCCT Diseño PQ 
--
SPAN
R Reverse AGGTGCGGAGTTCTCGCGGT Diseño PQ 
CAMF Forward CAGATTGCATAAAGTGGCTCAT Sessa y col. 2010 
CAMR-N Reverse normal TATTAGAAAGCGGACAGCACC Sessa y col. 2010 
CAMR-M Reverse deleción GATAACAACTGTGAGGTGCCTG Sessa y col. 2010 
HS40ZWF Forward GCTTAGGGGAAACTGCAGGTG Viprakasit y col. 2006 
HS40ZWR Reverse AGGCAGACTGCACTTCATTGTTTA Viprakasit y col. 2006 
250a1F Forward CTGTCTACTCTCACTCACTCCT Diseño PQ 
250a1R Reverse CAGACCTCCATTCTTCCTGATG Diseño PQ 
250a2F Forward TCCTGACCTTCCTCTCACTT Diseño PQ 
250a2R Reverse TCCCAAAGTGCTGGGATTAC Diseño PQ 
250a3F Forward TTTGGCAGACAGAGCAGGTTT Diseño KS 
 
Diseño PQ: diseñado con el Programa Primer Quest 
Diseño PQ: diseñado por Karen G. Scheps 
 
Amplificación de genes HBA2 y HBA1por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HBA2-F Forward CCCCTCGCCAAGTCCACCC Tan y col. 2001 
HBA2-R Reverse AGACCAGGAAGGGCCGGTG Tan y col. 2001 
HBA1-F* Forward CGCGCATTCCTCTCCGCCC Sutcharitchan y col. 2005 
HBA1-R (-
3,7
R) Reverse AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG Tan y col. 2001 
A23F (Región 3' HBA2) Forward TGACCCTCTTCTCTGCACAGCTC Lacerra y col.  2008 
A23R (Región 3' HBA2) Reverse GTCTGAGACAGGTAAACACCTCCA Lacerra y col.  2008 
D71F(Región 3' HBA1) Forward AGAGGATCACGCGGGTTGC Jorge y col. 2003 
S8R (Región 3' HBA1) Reverse CTGGCACGTTTGCTGAGGGA Jorge y col. 2003 
D65F (exón 1) Forward ACTCCCCTGCGGTCCAGG Jorge y col. 2003 
S12R (exón 1) Reverse GGAAGGACAGGAACATCCTG Jorge y col. 2003 
D68F(exón 2) Forward ACAGGCCACCCTCAACCGT Jorge y col. 2003 
S18R (exón 2) Reverse CGTTGGGCATGTCGTCCAC Jorge y col. 2003 
 
(*): La secuencia del primer presentó errores respecto a la Secuencia de Referencia.  
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Detección de inserciones en cluster α-talasémicas por PCR-aleloespecífica 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 

anti3,7
F Forward CCACCTCCATTCTCCAACCAC Wang y col. 2003 

anti3,7
R Reverse CAGCGGGCAGGAGGAACGG Wang y col. 2003 

anti4,2
F Forward CCTTGCACCGGCCCTTCCTG Wang y col. 2003 

anti4,2
R Reverse GAACTGGCTGAAAGGGATGCAG Wang y col. 2003 
 
 
Amplificación de gen KLF1 por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
KLF0F Forward TTACCCAGCACCTGGACCCT Singleton y col. 2008 
KLF0R Reverse GAACCTCAAACCCCTAGACCACC Singleton y col. 2008 
KLF1F Forward GTGTCCAGCCCGCGATGT Singleton y col. 2008 
KLF1R Reverse CCGGGTCCCAAACAACTCA Singleton y col. 2008 
KLF2F Forward CCGAGACTCTGGGCGCATA Singleton y col. 2008 
KLF2R Reverse GCCCTCTGCAACCCTTCTTC Singleton y col. 2008 
KLF3F Forward TGCGGCAAGAGCTACACCA Singleton y col. 2008 
KLF3R Reverse CTTGTCCCATCCCCAGTCACT Singleton y col. 2008 
 
 
Amplificación de la región promotora del gen HBG2 por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HBF-F Forward AACTGTTGCTTTATAGGATTTT Nemati y col. 2010 
HBF-R * Reverse AGGAGCTTATTGATAACCTCAGAC  Nemati y col. 2010 
 
(*): La secuencia del primer presentó errores respecto a la Secuencia de Referencia.  
 
 
Detección de los SNPs  rs4895441 y rs11886868 por PCR Real Time y sondas Taqman
® 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HIMP41-F Forward GGTAAGAAGGAAACCAGTTTAGAAAGC Diseño AP 
HIMP41-R Reverse CTTCGAACTTACTCTTCTCTCTGGATCT Diseño AP 
BCL11A68-F Forward CACTCCACACCATGGATGAATC Diseño AP 
BCL11A68-R Reverse CCACCACAGTGTTGAGAATTCTAGA Diseño AP 
  Sondas (5´FAM > MGB/NFQ3´)  
rs4895441-A  VIC-AAGACTCTTTGTAAAGTGATACA- MGB/NFQ Diseño AP 
rs4895441-G  FAM-CTCTTTGTAAAGTGGTACAT-MGB/NFQ Diseño AP 
rs11886868-A  FAM-CATTCTGCTCTGTGAAA-MGB/NFQ Diseño AP 
rs11886868-G  VIC- CATTCTGCTCTGTGGAA-MGB/NFQ Diseño AP 
 
Diseño AP: diseñado con el Programa Primer Design (Applied Biosystem) 
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Amplificación de la región promotora del gen HAMP por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HAMP-F Forward 
CTCCCAAATTGCTGGGATTA 
Andreani* 
HAMP-R Reverse 
ACCGAGTGACAGTCGCTTTT 
Andreani* 
 
(*): Las secuencias de los primers fueron cedidas gentilmente por el Dr. Andreani  
 
 
Amplificación de gen HBD por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HBD-F0 Forward 
GAAGGAGGAAGCAAGC 
PQ 
HBD-R0 Reverse 
CAAGGGACAGAGAGTCAG 
PQ 
HBD-F1 Forward 
AACCCTGCTTATCTTAAAC 
Pavlou y col. 2006 
HBD-R1 Reverse 
CAGTATTCTATGCCTCTCAT 
Pavlou y col. 2006 
HBD-F2 Forward 
TGCATACCAGCTCTCACCTG 
Pavlou y col. 2006 
HBD-R2 Reverse 
CAGGAACCTTCTTACACACC 
Pavlou y col. 2006 
 
Diseño PQ: diseñado con el Programa Primer Quest 
 
 
Amplificación de los ADNc de los genes HBA, HBB y ACTB por PCR 
 
Primer Tipo Secuencia 5´> 3´ Referencia 
HBART-F Forward ATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAG Newton y col. 2006 
HBART-R Reverse GCTTAACGGTATTTGGAGGTCAGCACG Newton y col. 2006 
HBBRT-F Forward GTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAG Newton y col. 2006 
HBBRT-R Reverse TTGGACAGCAAGAAAGCGAGCTTAGTG Newton y col. 2006 
ACTBRT-F Forward CTGGAACGGTGAAGGTGACA RTPrimerDB ID : 8092* 
ACTBRT-R Reverse AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA RTPrimerDB ID : 8092* 
 
(*): Pattyn y col. 2003 
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Recursos Electrónicos 
 
Nomenclatura: 
Human Genome Variation Society (HGVS): 
http://www.hgvs.org/ 
 
Bases de datos 
National Center for Biotechnology Information (NCBI): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
UCSC Genome Bioinformatics Site (Kent y col. 2002.) 
http://genome.ucsc.edu/ 
UniProt: 
http://www.uniprot.org/ 
Proyecto 1000 Genomas:  
http://browser.1000genomes.org/index.html 
HbVar Database (Patrinos y col. 2004): 
http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html 
Ithanet  (Kountouris y col. 2014): 
http://www.ithanet.eu/ 
dbSNP (Sherry y col. 2001): 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
 
Análisis de secuencias 
FinchTV 1.4.0. (Geospiza Inc., USA): 
http://www.geospiza.com/ftvdlinfo.html (descarga) 
BLAST (Altschul y col. 1990): 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
 
 
 
 
 
 
Karen G. Scheps  RECURSOS ELECTRÓNICOS  
275 
 
Diseño de primers 
PrimerQuest
®
 (IDT, Coralville, USA): 
http://www.idtdna.com/primerquest/home/index 
OligoAnalyzer
®
 3.1 (IDT, Coralville, USA): 
https://www.idtdna.com/calc/analyzer 
BLAT (Kent 2002): 
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start 
UCSC In-Silico PCR: 
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start 
 
Análisis de mapas de restricción 
NEBcutter V2.0 (Vincze y col. 2003): 
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php 
 
Análisis del grado de conservación evolutiva de la secuencia primaria proteica 
Clustal Omega (Sievers y col. 2011): 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 
Jalview 2.8.1 (Waterhouse y col. 2009): 
http://www.jalview.org/Development/Development-news/Jalview-Version-281-Now-Available 
(descarga) 
 
Análisis predictivo de la estructura secundaria proteica 
Jpred3 (Cole y col. 2008): 
http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/ 
PSIPRED (Jones 1999): 
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ 
 
Análisis predictivo de la estructura terciaria proteica y visualizadores de las estructuras 
FoldX 3.0 Beta3 (Van Durme y col. 2011): 
http://foldxyasara.switchlab.org/index.php/Main_Page (descarga del plugin para YASARA) 
YASARA: 
http://www.yasara.org/ (descarga) 
I-Tasser (Zhang 2008): 
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ 
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Quark (Xu y Zhang 2012): 
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/ 
Robetta (Kim y col. 2004): 
http://robetta.bakerlab.org/submit.jsp 
PyMOL: 
http://www.pymol.org/ (descarga) 
 
Análisis de desorden intrínseco 
IUpred (Dosztányi y col. 2005): 
http://iupred.enzim.hu/ 
 
Análisis de la estructura proteica (evaluación de calidad de modelos) 
ProsaII (Wiederstein y Sippl 2007): 
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php 
 
Análisis evolutivo-funcional de residuos 
Evolutionary trace report maker (Mihalek y col. 2006): 
http://mammoth.bcm.tmc.edu/report_maker/ 
 
Análisis predictivo del impacto sobre el fenotipo 
Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) (Adzhubei y col. 2010): 
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 
 
Análisis de predicción de sitios potenciadores de splicing exónico (ESE) 
ESEfinder 3.0 (Smith y col. 2006): 
http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi 
 
Búsqueda de posibles sitios dadores y aceptores de splicing  
NNSPLICE 0.9 (01-97) (Reese y col. 1997): 
http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html 
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Análisis de regiones regulatorias 
Regulome DB Version 1.1 (Boyle y col. 2012): 
http://regulomedb.org/ 
Patch
TM
 public 1.0: 
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/patch/bin/patch.cgi 
 
MLPA 
Descripción del "SALSA MLPA P140 HBA probemix", secuencias de las sondas y protocolo: 
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-
E-t9bmuxqlhe_Lgqfk8Hkjuss.&ProductOID=_nJBopOiBg7Q. 
Coffalyser.Net: 
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=_6MeHxYlkoncoMKK1IyFiVx6Se
QwU9OOSN3VQziV_30Q. (descarga) 
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